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Referat: 
Karzinome der Kopf-Hals-Region (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma = HNSCC) zählen zu den 
zehn häufigsten Tumorerkrankungen weltweit. Als Hauptrisikofaktoren werden chronischer Tabak- 
und Alkoholkonsum sowie die Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV), wie beispielsweise 
HPV16, angesehen. Dabei werden letztere insbesondere mit der Entstehung von 
Oropharynxkarzinomen in Zusammenhang gebracht. Trotz intensiver Forschung und der Einführung 
neuer Therapiestrategien hat sich die Prognose für Patienten mit HNSCC in den letzten drei 
Jahrzehnten nicht signifikant verbessert, sodass die 5-Jahresüberlebensrate noch immer zwischen 40 
und 50 Prozent liegt. Eine Ausnahme bilden die HPV16-postiven Karzinome, deren Prognose 
aufgrund genetischer Unterschiede deutlich günstiger geworden ist. Auch wenn mehr als 95 % aller 
Tumore der Kopf-Hals-Region Plattenepithelkarzinome sind, ist dennoch die Heterogenität innerhalb 
der Gruppe der HNSCC enorm. Trotz des Wissens um diese Diversität können aufgrund des Mangels 
an prädiktiven Biomarkern bislang keine personalisierten Therapieschemata angewendet werden. 
Modelle zur individuellen Chemosensibilitätstestung bestehen bis dato aus Zellkulturen und 
Tierversuchen. Während in der Zellkultur der Einfluss des Tumormikromilieus und der extrazellulären 
Matrix außer Acht gelassen wird, bieten Tierversuchsmodelle zwar einen intakten Gewebeverband, 
durch die nötige Immunsuppression der Tiere wird jedoch die immunologische Komponente 
vernachlässigt. Daraus ergeben sich Probleme für die Übertragung von Ergebnissen aus solchen und 
ähnlichen Modellen auf den Menschen. 
In diesem Projekt wurden Schnittkulturen aus humanen Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-
Region angefertigt. Die Gewebeproben stammten dabei aus frischen Operationsresektaten, welche 
ohne vorherige Fixierung im Labor weiter verarbeitet wurden. Hierfür wurden Primärtumore und 
Metastasen in 350 µm dicke Scheiben geschnitten und auf speziellen Membranen, welche die 
Diffusion von Kulturmedium zuließen, kultiviert. Durch diese Methode blieb zum einen der 
Zellverband intakt, zum anderen entfiel auch das Problem der eingeschränkten Übertragbarkeit der 
Ergebnisse aufgrund von Speziesunterschieden. Diese können gerade bei der Testung von 
Medikamenten entscheidend sein, da infolge von genetischen und immunologischen Differenzen 
zwischen Mensch und Tier mit abweichenden Wirkungs- und Nebenwirkungsspektren gerechnet 
werden muss.  
Es konnte bisher gezeigt werden, dass Gewebeproben aus Schnittkulturen auch nach mehreren 
Tagen in Kultur vital bleiben und ihre typischen morphologischen Eigenschaften beibehalten. Durch 
das Hinzufügen von Chemotherapeutika wurden die Schnittkulturen über die Aufnahme des mit 
Medikamenten versetzten Kulturmediums behandelt. Die Effekte der untersuchten Zytostatika 
(Cisplatin und Docetaxel) und des monoklonalen Antikörpers (Cetuximab) auf die Gewebeproben 
konnten daraufhin histologisch und immunhistochemisch analysiert werden. Nach der Behandlung 
mit klinisch etablierten Chemotherapeutika fanden sich in den meisten Schnittkulturen eine 
Abnahme der Zelldichte und eine gesteigerte Apoptoseaktivität. Es bleibt zu prüfen, ob das 
Ansprechen der Schnittkulturen mit dem klinischen Outcome der Patienten korreliert und ob in-vitro 
resistente Tumoren tatsächlich mit einem schlechten Ansprechen in-vivo verbunden sind. Wäre dies 
der Fall, könnten Schnittkulturen aus Biopsien von Plattenepithelkarzinomen als Testmodell für 
Suszeptibilität und Resistenz verwendet werden und damit die Entwicklung individualisierter 
Behandlungsprotokolle ermöglichen. 
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1. Einleitung 
1.1. Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region 
       (Human Head and Neck Squamous Cell Carcinoma = HNSCC) 
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region werden von der Weltgesundheitsorganisation (World 
Health Organisation, WHO) zu den zehn häufigsten malignen Tumorerkrankungen der Welt gezählt. 
Die Inzidenz liegt bei weltweit etwa 600.000 Neuerkrankungen jährlich (Rothenberg und Ellisen, 
2012), wobei die Fünf-Jahres-Überlebensrate 40 bis 50 Prozent beträgt (Leemans et al., 2011).   
HNSCC entstehen im gesamten Kopf-Hals-Bereich, insbesondere in der Mundhöhle, im Pharynx sowie 
im Larynx und werden durch verschiedene Karzinogene und genetische Prädisposition 
hervorgerufen. Neben seltenen erblichen Erkrankungen, wie beispielsweise der Fanconi-Anämie 
(Kutler et al., 2003), sind es vor allem exogene Risikofaktoren, die zur Entstehung von 
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region beitragen. Dazu zählen in erster Linie Tabak- und 
Alkoholkonsum und die Infektion mit bestimmten Humanen Papillomaviren wie HPV16.  
Obwohl es sich bei über 95% aller malignen Tumore des oberen Aerodigestivtraktes um 
Plattenepithelkarzinome handelt, stellen HNSCC eine äußerst heterogene Gruppe hinsichtlich des 
klinischen Outcomes dar (Ferreira et al., 2011). Dabei muss im Mindesten zwischen zwei Subklassen 
unterschieden werden: Karzinome, die durch die Infektion mit HPV hervorgerufen werden, und 
Karzinome ohne Nachweis dieser Erreger (Leemans et al., 2011). Weitere 
Klassifizierungsbemühungen beziehen sich auf klinisch-pathologische (Woolgar und Triantafyllou, 
2009) oder auf molekulare Parameter (Chung et al., 2004), ohne jedoch einen prognostisch 
entscheidenden, zuverlässigen Biomarker identifiziert zu haben. Aus diesem Grund ist es bis dato 
nicht möglich, individuelle Therapieschemata zu entwerfen, obwohl man seit Jahrzehnten um die 
heterogenen Ansprechraten der HNSCC auf die Standardbehandlungen weiß (Dietz et al., 2010). 
1.2. Eigenschaften von Tumorzellen nach Hanahan und Weinberg 
Für die Entstehung von Karzinomen aus gesunden humanen Zellen müssen verschiedene  
antikanzerogene Regulationsmechanismen der Zelle und des Körpers überwunden werden. Dies 
geschieht in erster Linie durch spezifische Veränderungen auf molekulargenetischer und 
epigenetischer Ebene, jedoch auch aufgrund von prokanzerogenen, inflammatorischen Effekten des 
Immunsystems auf die entstehende Neoplasie (Hanahan und Weinberg, 2011). So sind Tumorzellen 
charakterisiert durch das Ausschalten von replikationshemmenden Faktoren, wie zum Beispiel des 
Retinoblastom-assoziierten Proteins (RB) (Burkhart und Sage, 2008) oder des TP53 Proteins (Smeets 
et al., 2011) sowie durch das Aufrechterhalten von proliferativen (Goustin et al., 1986, Bhowmick et 
al., 2004) und das Umgehen von apoptotischen Signalen (Evan und Littlewood, 1998).  Weiterhin 
wird durch die Aktivierung von Telomerasen und die Stabilisierung der Chromosomentelomere eine 
unbegrenzte replikative Vervielfältigung des Genoms erreicht (Wynford-Thomas, 1996, Blasco, 2005).  
Um die ausreichende Versorgung der Tumorzelle mit Sauerstoff und Nährstoffen zu gewährleisten 
und gleichzeitig eine Möglichkeit zu schaffen, metabolische Abfallprodukte zu entsorgen, 
produzieren Tumorzellen proangiogenetische Faktoren  und induzieren damit die Vaskularisierung 
des entstehenden Tumorgewebes (Hanahan und Folkman, 1996). Die erstmals von Otto Warburg 
ďesĐhrieďeŶe „aeroďe GlǇkolǇse“ ;Warďurg, ϭ9ϯϬͿ stellt darüďer hiŶaus ein Charakteristikum von 
Tumorzellen zur Anpassung des Metabolismus an die gesteigerte Proliferationsrate dar. Um das 
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Erkennen und die Zerstörung durch Natürliche Killerzellen (NK) und zytotoxische T-Zellen (CTL) zu 
vermeiden, sezernieren Tumorzellen immunsuppressive Moleküle wie den Transformierenden 
Wachstumsfaktor-beta (TGF-beta) (Yang et al., 2010) oder rekrutieren immunmodulatorische, 
myeloide Suppressorzellen (Fujimura et al., 2010) und bedienen damit ein umfangreiches Repertoire 
an Escapemechanismen. Durch das Zusammenspiel unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren kommt 
es letztendlich zum Verlust von Adhäsionsmolekülen wie beispielsweise E-Cadherinen (Cavallaro und 
Christofori, 2004), zur Expression von matrixabbauenden Enzymen (Starkey, 1990) und zur 
Veränderung der Zellmorphologie im Sinne der Epithelial-Mesenchymalen Transition (Boyer und 
Thiery, 1993). Dies ermöglicht der Tumorzelle die Invasion in das umgebende Gewebe und 
anschließend die Bildung von Fernmetastasen. 
 
1.3. Molekulare Veränderungen in HNSCC 
Unterschiedliche Pathogenitätsmechanismen führen zum Erlangen der oben beschriebenen 
Eigenschaften von Tumorzellen in HNSCC (Abb.1). Im Falle einer Infektion mit HPV wird durch das 
Produkt des viruseigenen Onkogens E6 das TP53 Protein funktionell inaktiviert und damit die 
Regulation des Zellzyklus (zur Hausen, 2002) und die Induktion von Apoptose (Thomas et al., 1996) 
unterminiert. E7, das Produkt eines weiteren Onkogens von HPV, schaltet zusätzlich in infizierten 
Zellen das Retinoblastom-assoziierte Protein aus, sodass ein weiterer Kontrollposten des Zellzyklus 
fällt (Dyson et al., 1989). Insbesondere tabakassoziierte Mutationen in TP53 erzeugen eine ähnliche, 
jedoch durch die irreversible Schädigung des Gens prognostisch erheblich ungünstigere Situation in 
HPV-negativen HNSCC (Koch et al., 1999, Braakhuis et al., 2004, Smeets et al., 2006). 
Sowohl in HPV-negativen als auch in HPV-positiven HNSCC finden sich überexprimierte Epidermale 
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR) (Zushi et al., 2011), was zur Proliferationssteigerung und 
verbesserten Überlebensfähigkeit der Zellen führt. Neben der Überexpression von EGFR, welche mit 
der Amplifikation der entsprechenden Gene zu korrelieren scheint (Ishitoya et al., 1989, Sheu et al., 
2009), bewirken auch Mutationen im EGFR eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskaden. 
Die Expression von EGFRvIII, einer speziellen Mutation des EGFR, wurde in bis zu 42 Prozent der 
HNSCC beobachtet (Sok et al., 2006). Eine Assoziation zwischen dem Auftreten von EGFR-Mutationen 
und der HPV-Positivität der Zelle konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Na et al., 2007). Neben 
den beschriebenen Veränderungen im EGFR spielen sowohl die Aktivierung des Leberzell-
Wachstumsfaktor-Rezeptors cMET (Muller et al., 1995, Seiwert et al., 2009), als auch die 
Herunterregulierung des Transformierenden Wachstumsfaktor-Rezeptors (TGF-beta-Rezeptors) und 
die damit verbundene Aktivierung des Nukleären Faktors KappaB (NF-kappaB) (Karin et al., 2006) 
eine entscheidende Rolle in der Entstehung, dem Wachstum und der Vaskularisierung von HNSCC  
(Wang et al., 1997).  
Als Ausdruck der Umgehung  apoptotischer Signale finden sich in über 60 Prozent der HPV-positiven 
und in 31 Prozent der HPV-negativen Karzinome der Kopf-Hals-Region Modifikationen im PI3K-PTEN-
mTOR Signalweg (Lechner et al., 2013). Aktivierende Mutationen in Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) 
und die Inaktivierung der Phosphatase PTEN durch genetische Aberrationen führen dabei zur 
Verminderung von Apoptosesignalen und wiederum zur Proliferationssteigerung und verbesserten 
Überlebensfähigkeit der Zellen (Leemans et al., 2011, Broek et al., 2013). Die Reaktivierung des 
Enzyms Telomerase findet sich in einem Großteil der HNSCC (Mao et al., 1996), ohne dass dies bisher 
in HPV-negativen und HPV-positiven Tumoren miteinander verglichen wurde.  
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Von den proangiogenetischen Faktoren, welche das Einsprossen von Endothelzellen in die 
Tumormasse bewirken, ist der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) der bis dato am 
besten untersuchte in HNSCC (Kyzas et al., 2005, Kerbel, 2008), ohne dass sein Vorkommen in 
Zusammenhang mit dem HPV-Status der Zelle zu stehen scheint (Fei et al., 2009, Troy et al., 2013). 
Unter hypoxischen Bedingungen, welche aufgrund des schnellen Tumorwachstums zu Stande 
kommen, wird die Expression dieses Wachstumsfaktors zusammen mit der Produktion des Hypoxie-
induzierten Transkriptionsfaktors (HIF) vorangetrieben (Mohamed et al., 2004). Zusätzlich schüttet 
ein großer Teil der HNSCC immunsuppressive Moleküle wie TGF-beta oder Interleukin-10 in das 
umgebende Gewebe aus (Karcher et al., 1999), um Schädigungen durch das Immunsystem zu 
vermeiden.  
Die Invasion in das umgebende Gewebe und die Metastasenbildung gestaltet sich letztendlich als 
mehrstufiger Prozess, bei dem es unter anderem zur Überexpression von Fokalen Adhäsionskinasen 
(FAK) und Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) und damit zur gesteigerten Motilität der Tumorzelle 
und zur Infiltration in das Nachbargewebe kommt (Canel et al., 2008). Des Weiteren scheint die 
Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) eine entscheidende Rolle in der lokalen und distalen 
Ausbreitung der Tumorzellen zu spielen und essentiell für die Bildung von Metastasen zu sein.  Dieser 
Phänotypenwechsel, welcher physiologischerweise während der Embryonalentwicklung auftritt und 
durch sehr unterschiedliche Transkriptionsfaktoren gesteuert wird, findet sich ebenso in HNSCC und 
führt dort zur Umwandlung ursprünglich epithelialer Zellen in Tumorzellen mit mesenchymalen 
Charakteristika (Chung et al., 2006, Smith et al., 2013 ). Einzelne Transkriptionsfaktoren sind dabei 
mit der HPV-Positivität der Zelle assoziiert und tragen in infizierten HNSCC zur Progression und 
Infiltration des Tumors bei (Jung et al., 2013). 
 
Abb.1: Risikofaktoren  für die Entstehung von HNSCC aus gesunden Epithelzellen und molekulare Veränderungen zum Erlangen der 
typischen Eigenschaften von Tumorzellen. HPV (Humane Papillomaviren), RB-assoziiertes Protein (Retinoblastom-assoziiertes Protein), 
TP53 (Tumorsuppressorgen p53), cMET (Leberzell-Wachstumsfaktor-Rezeptor), TGF-beta-Rezeptor (Transformierender Wachstumsfaktor-
beta-Rezeptor), EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor), FAK (Fokale Adhäsionskinase), MMP (Matrix-Metalloproteinase), EMT 
(Epithelial-Mesenchymale Transition), PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase), PTEN (Phosphatase und Tensinhomolog), VEGF (Vaskulärer 
Endothelialer Wachstumsfaktor), HIF (Hypoxie-induzierter Faktor), IL10 (Interleukin 10) 
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1.4. Die Bedeutung des Tumormikromilieus 
Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurde immer deutlicher, dass es sich bei Tumoren um komplexe 
biologische Systeme handelt und sie nicht nur auf die bloße Ansammlung von mehr oder weniger 
homogenen Tumorzellen zu reduzieren sind (Abb.2). Die Komplexität übersteigt dabei 
möglicherweise sogar die gesunder Gewebe und muss im Zusammenhang mit der Tumorumgebung 
und diverser Zell-Zell-Interaktionen gesehen werden. Neben den eigentlichen Tumorzellen tragen 
verschiedenste Zellen des Tumormikromilieus zur Progression, Ausbreitung und Metastasierung der 
Karzinome bei. Unabhängig davon finden sich auch innerhalb der Population der Tumorzellen 
heterogene Subpopulationen, welche sowohl morphologische als auch genetische Unterschiede 
aufweisen. Anhand von Oberflächenmarkern können ǀerŵeiŶtliĐhe „CaŶĐer Steŵ Cells“ ;CSCͿ 
identifiziert werden, welche ähnlich wie gesunde Stammzellen zur Selbsterneuerung und 
Differenzierung befähigt sind (Prince et al., 2007). Obwohl sie möglicherweise weniger als 10 Prozent 
der eigentlichen Tumormasse ausmachen, bilden sie vermutlich jene Gruppe, welche nach anfänglich 
erfolgreicher Therapie und scheinbarer Remission zum Rezidiv führen, da aus jeder einzelnen von 
ihŶeŶ das koŵpleǆe SǇsteŵ „Tuŵor“  erŶeut eŶtsteheŶ köŶŶte ;Marǆ, ϮϬϬϯ, PriŶĐe uŶd Ailles, 2008). 
Außerdem wird angenommen, dass Tumorstammzellen die Möglichkeit besitzen, sich in funktionell 
verschiedene Zellpopulationen zu differenzieren und damit auf unterschiedliche Art und Weise das 
Tumorwachstum zu unterstützen (Hanahan und Weinberg, 2011). Obwohl der Ursprung der CSC 
bisher nicht vollständig geklärt werden konnte, scheint die weiter oben beschriebene Epithelial-
Mesenchymale Transition mit dem Entstehen von Tumorstammzellen in Zusammenhang zu stehen. 
Durch Induktion jenes Transformationsprozesses erhalten gewöhnliche Tumorzellen möglicherweise 
die Fähigkeit, sich durch asymmetrische Teilung zu regenerieren und stammzellassoziierte Antigene 
zu präsentieren (Mani et al., 2008). Zur Heterogenität innerhalb der Tumorzellenpopulation trägt 
jedoch nicht nur die Ausbildung von CSC und die damit einhergehende Entstehung von 
Subpopulationen bei, sondern auch die genetische Instabilität der Zellen, welche mit dem 
Voranschreiten der Tumorentwicklung zunimmt (Tremmel et al., 2003) und sowohl zur 
morphologischen als auch zur genetischen Diversität des Systems führt. 
Die bindegewebigen Anteile des Tumors, welche gemeinsam mit den eigentlichen Tumorzellen das 
Tumormikromilieu bilden, weisen ebenso eine große Variabilität hinsichtlich ihrer zellulären 
Zusammensetzung auf. Entscheidend für Wachstum und Proliferation ist die Vaskularisierung der 
entstehenden Gewebsmassen, sodass den Endothelzellen eine bedeutende Rolle zukommt. Während 
des Tumorwachstums kommt es ab einer gewissen Größe der Neoplasie zum sogenannten 
„aŶgiogeŶetiĐ sǁitĐh“, das heißt der Tuŵor geht ǀoŶ der aǀaskuläreŶ Phase iŶ die ǀaskuläre Phase 
über. Dies geschieht, indem ruhende Endothelzellen über stimulierende Signalmoleküle wie VEGF 
aktiviert und zum Austreiben neuer Blutgefäße angeregt werden (Hanahan und Folkman, 1996). 
Diese Endothelzellen sind wiederum in der Lage Interleukine und andere Faktoren zu exprimieren, 
welche sowohl das Wachstum als auch die Migration der Tumorzellen unterstützen (Neiva et al., 
2009). Damit in nahem Zusammenhang stehen die endothelialen Zellen des lymphatischen Systems, 
welche hauptsächlich in den Randbereichen der Tumore voll funktionsfähig erscheinen und das 
Gewebe drainieren. Die regionale Verteilung wird durch den interstitiellen Druckgradienten 
innerhalb des Tumors verursacht. Im Tumorzentrum bewirkt der höhere Druck einen Gefäßkollaps 
und Funktionsverlust der lymphendothelialen Zellen (Tammela und Alitalo, 2010). Tumorzellen und 
Tumor-assoziierte Makrophagen produzieren lymphangiogenetische Wachstumsfaktoren, welche das 
Wachstum und die Dilatation der peritumoralen Lymphgefäße fördern und das Eindringen der 
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Tumorzellen in das lymphatische Gefäß erleichtern (Alitalo et al., 2005). Auch wenn die genauen 
Mechanismen, mit denen lymphendotheliale Zellen die Tumorprogression unterstützen, noch nicht 
vollständig geklärt sind, so scheint doch eine hohe Dichte intratumoraler Lymphgefäße in HNSCC mit 
dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen im Halsbereich assoziiert zu sein (Beasley et al., 2002).  
Perizyten bilden zusammen mit den Endothelzellen die Basalmembran der Kapillaren und 
stabilisieren deren Struktur. Ferner beeinflussen sie über parakrine Regulationsmechanismen die 
Proliferation, Migration und Reifung der Endothelzellen (Koontongkaew, 2013). Obwohl bisher nur 
wenig zur Rolle der Perizyten in HNSCC bekannt ist,  legen verschiedene Arbeiten an anderen 
Tumorentitäten (Bergers und Song, 2005, Pietras und Ostmann, 2010) die Vermutung nahe, dass eine 
gestörte Rekrutierung und die Veränderung des perizytären Zellverbands auch in HNSCC zu einer 
Destabilisierung der Gefäße führt. Die geminderte Integrität der neoplastischen Blutgefäße 
beeinflusst zum einen die Perfusion des Tumors, kann auf der anderen Seite jedoch auch zur 
erleichterten Intravasation von Tumorzellen und damit zur Metastasierung führen (Gerhardt und 
Semb, 2008). 
Immunzellen zählen zu den typischen Bestandteilen des Tumormikromilieus und finden sich in 
nahezu allen Karzinomen. Schon im 19. Jahrhundert entdeckte Rudolf Virchow Leukozyten in 
Tumoren, wodurch sich erste Hinweise auf eine Verbindung zwischen Krebs und Entzündung 
ergaben. Auch wenn invasives Wachstum und Entdifferenzierung typische Eigenschaften von 
Tumoren bleiben, so finden sich doch gewisse Ähnlichkeiten mit chronisch entzündeten Geweben, 
sodass Karzinome häufig auch als Wunden, welche niemals heilen, bezeichnet werden (Dvorak, 1986, 
Schäfer und Werner, 2008). Inflammatorische Zellen können sich dabei sehr gegensätzlich auf die 
Entstehung, das Wachstum und die Absiedlung von Tumorzellen auswirken (Grivennikov et al., 2010).  
Während zytotoxische T-Zellen und Natürliche Killerzellen der Tumorprogression entgegenwirken, 
scheinen Makrophagen sowie einige T- und B-Lymphozyten diese hingegen zu fördern (Galdiero et 
al., 2013, DeNardo et al., 2010, Johannson et al., 2008). Nach der Rekrutierung von Makrophagen in 
das Tumor-assoziierte Stroma, unterstützen diese die Proliferation durch Wachstumsfaktoren und 
begünstigen das Remodeling der extrazellulären Matrix zugunsten des Tumors durch die Freisetzung 
von Proteasen (Galdiero et al., 2013). Durch  die Konstellation bestimmter Umgebungsbedingungen 
während der Antigenpräsentation kommt es zur immunologischen Polarisierung von Th2- und Th17-
Zellen, die dann, über die Ausschüttung von Zytokinen, den Ausbau chronischer Entzündung und 
damit die Stimulation der Tumorzellproliferation und  –entdifferenzierung bewirken (Johansson et 
al., 2008). Als zentraler Bestandteil der humoralen Immunantwort nehmen B-Lymphozyten über die 
Produktion von Antikörpern, Präsentation von Antigenen und die Sekretion proinflammatorischer 
Zytokine Einfluss auf das Tumorwachstum. In verschiedenen Modellen konnte außerdem gezeigt 
werden, dass B-Zellen  in der Lage sind, die antitumoröse Immunantwort zytotoxischer T-
Lymphozyten zu unterdrücken und gleichzeitig proinflammatorische Tätigkeiten von Th2-Zellen zu 
unterstützen (Johansson et al., 2008, Shah et al., 2005). Tumor-assoziierte neutrophile Granulozyten 
üben hingegen eine zweischneidige Rolle hinsichtlich ihrer Funktion im Tumormikromilieu aus. Auf 
der einen Seite werden durch sie freie Sauerstoffradikale und neutrophile Elastasen in die Umgebung 
abgegeben, was eine Schädigung der Tumorzellen bewirkt, auf der anderen Seite begünstigen eben 
diese Sauerstoffradikale genetische Instabilitäten. Weiterhin werden durch Tumor-assoziierte 
neutrophile Granulozyten Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktoren, Matrix-Metallo-Proteinasen 
und diverse lösliche Mediatoren ausgeschüttet und damit die Tumorzellproliferation weiter gefördert 
(Galdiero et al., 2013). Zusätzlich finden sich innerhalb des Tumormikromilieus rekrutierte myeloide 
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Vorläuferzellen, welche ebenso wie ihre reifen Verwandten tumorfördernde Eigenschaften besitzen 
und beispielsweise über die Ausschüttung immunsuppressiver Zytokine das Voranschreiten der 
Krankheit begünstigen (Trellakis et al., 2011, Murdoch et al., 2008, Brocks et al., 2007).  
Die strukturelle Grundlage des Tumormikromilieus wird durch Tumor-assoziierte Fibroblasten 
gebildet, welche die größte Population innerhalb des Tumorstromas darstellen. Unter diesem Begriff 
werden sowohl Fibroblasten, welche Ähnlichkeiten mit denen normaler Gewebe aufweisen, und 
MǇofiďroďlasteŶ, ǁelĐhe „alpha-sŵooth ŵusĐle aĐtiŶ“ eǆpriŵiereŶ, zusaŵŵeŶgefasst. Letztere 
finden sich selten in gesunden Geweben und häufig an Orten der Wundheilung und der chronischen 
Entzündung (Koontongkaew, 2013, Hanahan und Weinberg, 2011). Beide Varianten fördern die 
Tumorzellproliferation sowie die Angiogenese und stehen im Verdacht durch Proteasen und 
mechanisches Remodeling der extrazellulären Matrix die Invasion und Metastasenbildung voran zu 
treiben (Gaggioli et al., 2007). 
Aufgrund der komplexen Zusammensetzung des Tumormikromilieus unterliegen die darin 
stattfindenden Prozesse der Interaktion verschiedener Zellpopulationen. Auch wenn der Großteil der 
zugrundeliegenden Signalkaskaden zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht entschlüsselt ist, geben die 
bisherigen Forschungsergebnisse doch einen Hinweis auf die Vielschichtigkeit des Systems Tumor. 
Einzelne Zellpopulationen dürfen deshalb nicht losgelöst voneinander, sondern müssen als Teil eines 
Gewebeverbandes betrachtet werden. 
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Abb.2: Zell-Zell-Interaktionen innerhalb des Tumormikromilieus, VEGF (Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor), EZM (Extrazelluläre 
Matrix), TGF-beta (Transformierender Wachstumsfaktor-beta), a: HNSCC aus Kultur, b: HNSCC aus Kultur, c: HNSCC aus Kultur, d: 
Metastase aus Kultur, e: Metastase aus Kultur (Fotos: Felicitas Merz und Magdalena Gerlach, Institut für Anatomie, Leipzig)  
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1.5. Aktuelle Therapieoptionen bei HNSCC 
Trotz des Wissens um die starke Heterogenität der HNSCC ist es im klinischen Alltag bisher nicht 
möglich, individuell angepasste Therapieschemata anzuwenden. Bis dato fehlt es an messbaren 
Parametern, welche verlässlich das individuelle Ansprechen eines Tumors auf die geplante 
Chemotherapie und/oder Bestrahlung vorhersagen. Auf der Basis randomisierter klinischer Studien 
erhalten aus diesem Grund alle Patienten mit ähnlichen Tumorarten die gleichen 
Behandlungsoptionen, sodass die Kopf-Hals-Onkologie in weiten Teilen eine empirische Wissenschaft 
bleibt (Dietz et al., 2010).  Eine Ausnahme bilden lediglich die Oropharynxkarzinome, die mittlerweile 
in Abhängigkeit einer HPV16-Beteiligung in zwei Gruppen mit unterschiedlicher Prognose unterteilt 
werden können. Durch eine funktionelle Reaktivierung von TP53 in HPV-positiven Tumoren können 
mit Hilfe von Chirurgie und Bestrahlung deutlich bessere Therapieergebnisse bei diesen Patienten 
erzielt werden (Wu et al, 2012, Kostareli et al., 2013 ). Außerhalb von Studien werden aber derzeit 
noch keine HPV-spezifischen Empfehlungen gegeben. Das oben genannte Problem der mangelnden 
Prädiktion wird dadurch verschärft, dass ein Großteil der Patienten erst in einem bereits 
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung vorstellig wird. Somit bleibt gerade bei Tumoren des 
Larynx und Hypopharynx häufig nur noch die Entscheidung zwischen möglicherweise 
organerhaltender Radiochemotherapie und einer definitiven chirurgischen Lösung mit chemo- und 
strahlentherapeutischer Weiterbehandlung (Lefebvre, 2009) (Abb.3). Bis in die frühen 1990er Jahre 
bestand die Standardbehandlung von Kehlkopfkarzinomen in der totalen Laryngektomie. Diese 
Behandlung geht jedoch bis heute mit einschneidenden funktionellen und sozialen Folgen für die 
Patienten einher (Horn et al., 2012). Allem voran ist hierbei der Verlust der Stimme zu nennen, 
welche mit sozialer Isolation und der Entwicklung von Depressionen verbunden sein kann (Breitbart 
und Holland, 1988, Dropkin, 1999). Folglich ist die Entwicklung organ- und funktionserhaltender 
Therapieoptionen schon seit langem ein Ziel der Kopf-Hals-Onkologie, welches sowohl durch 
technisch verfeinerte, kehlkopferhaltende Chirurgie als auch durch alternative primäre Konzepte aus 
Radiotherapie, Chemotherapie und kombinierter Radiochemotherapie zu erreichen versucht wurde 
(American Society of Clinical Oncology, 2006). Zwar bieten diese multimodalen Strategien die Chance 
auf einen Organerhalt beim Larynx- und Hypopharynxkarzinom, das individuelle Ansprechen ist 
jedoch aufgrund der Heterogenität der Tumore sehr unterschiedlich und schwer vorherzusagen. 
Hinzu kommt die nicht zu vernachlässigende akute Toxizität der chemo- und strahlentherapeutischen 
Behandlung sowie deren mögliche Spätfolgen, welche gerade bei simultaner Radio- und 
Chemotherapie vermehrt auftreten und in Zusammenhang mit tabakspezifischen Komorbiditäten bei 
Kehlkopfkrebspatienten gesehen werden müssen. Sollte im Anschluss an eine Radiochemotherapie 
dennoch eine operative Versorgung (Salvage-Operation)  nötig sein, sei es aufgrund mangelnden 
Ansprechens  oder aufgrund eines lokalen Rezidivs, wird die chirurgische Therapie ungleich 
erschwert und der Operateur aufgrund der toxischen Veränderungen des Gewebes vor extreme 
Herausforderungen gestellt (Dietz et al., 2010, Lefebvre, 2009). Die Amerikanische Gesellschaft für 
klinische Onkologie (ASCO) empfiehlt aus diesem Grund bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren 
des Larynx keinen organerhaltenden Therapieansatz, wenn eine Tumorinfiltration in den Knorpel und 
damit eine höhere Wahrscheinlichkeit für ein Lokalrezidiv gegeben ist (Patel und Howell, 2011). Um 
diesen Konflikt zu umgehen und gegebenenfalls eine Vorhersage zur Effektivität des angedachten 
Therapieschemas machen zu können, wird aktuell in der DeLOS-II-Studie mit einer 
Induktionschemotherapie vor der eigentlichen Behandlung gearbeitet. Anhand des Ansprechens auf 
die Kurzinduktion, soll eine Aussage zur Tumorsuszeptibilität gegenüber dem geplanten Protokoll 
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getroffen und somit zeitnah die Therapie in die eine oder die andere Richtung gelenkt werden 
können.  
Die Behandlung von HNSCC außerhalb der Kehlkopfregion ist in den meisten Fällen auf die operative 
Entfernung der Tumore ausgerichtet, soweit dies in Anbetracht der räumlichen Ausdehnung und der 
damit einhergehenden Möglichkeit einer vollständigen Entfernung und funktionellen Rekonstruktion 
sinnvoll erscheint. Nur bei inoperabler Tumorausdehnung, gravierenden Begleiterkrankungen, 
welche das Operationsrisiko unverhältnismäßig erhöhen, hohem Alter und schlechtem 
Allgemeinzustand sowie der Ablehnung der Operation  durch den Patienten, wird ein nicht-
operatives Therapieschema gewählt. Zusätzlich zur Operation kommt in vielen Fällen eine adjuvante 
Radio-, bzw. Radiochemotherapie zum Einsatz, um möglicherweise in-situ verbliebene Tumorzellen 
oder Metastasen erfolgreich zu bekämpfen (Metelmann und Kaduk, 2007).  
 
 
Abb.3: Therapieoptionen bei HNSCC der Larynx- und Hypopharynxregion. Nach der Diagnosestellung eines operablen Tumors sind Arzt und 
Patient vor die Entscheidung zwischen primärer Operation oder einer möglicherweise organerhaltenden Radiochemotherapie  gestellt. 
Aufgrund fehlender prädiktiver Parameter lässt sich das individuelle Outcome kaum abschätzen, sodass je nach Erfahrung des Arztes und 
Einstellung des Patienten entschieden wird. Eine postoperative Radio-, bzw. Radiochemotherapie ist bei entsprechender Risikosituation 
wesentlicher Bestandteil des primären Therapiekonzeptes. Im Falle einer primären Radiochemotherapie kann bei ausbleibender Remission 
beziehungsweise einem Tumorrezidiv die Möglichkeit einer Salvage-Operation erwogen werden. Dies unterliegt jedoch strengen Kriterien 
und ist oft nicht sinnvoll möglich. Kommt es nach den genannten Optionen dennoch zu deinem Rezidiv oder zu Fernmetastasen, werden 
aktuell eiŶ ďreiter ǁerdeŶdes Spektruŵ ǀoŶ „first uŶd seĐoŶd liŶe“ CheŵotherapieŶ aŶgeďoteŶ. ;NaĐh persöŶliĐheŶ UŶterlageŶ Prof. A. 
Dietz, Klinik für Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Universitätsklinikum Leipzig)   
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Entscheiden sich Arzt und Patient für den Einsatz einer primären Radiochemotherapie oder ist eine 
postoperative Radiochemotherapie indiziert,  kommen aktuell in vielen Protokollen die Substanzen 
Cisplatin und Docetaxel als Zytostatika zum Einsatz. Weiterhin kann die Kombination mit dem 
klonalen Antikörper Cetuximab erfolgen, welcher seit 2006 zur Behandlung von weit 
fortgeschrittenen HNSCC zugelassen ist. Cisplatin entfaltet seine zytostatische Wirkung über die 
Bildung von Querverknüpfungen zwischen den beiden DNA-Strängen (Abb.4). Somit kann das Erbgut 
der Zelle nicht mehr abgelesen werden und die Apoptose wird eingeleitet. Daher wirken 
Platinverbindungen wie Cisplatin nicht nur auf maligne Zellen, sondern bis zu einem gewissen Grad 
stets auch auf gesunde Zellen des Organismus, sodass die Behandlung damit zu schwerwiegenden 
unerwünschten Nebenwirkungen führen kann. Im Vordergrund steht dabei das zentral ausgelöste 
Erbrechen, welches bei fast allen Patienten unter Cisplatintherapie auftritt und mit den üblichen 
Antiemetika nur unzureichend therapierbar ist. Zusätzlich ist Cisplatin ein stark nephro- und 
ototoxisches Medikament (Karow und Lang-Roth, 2008, Lüllmann et al., 2006). 
 
Abb.4: DNA-Doppelstrangbrüche durch Cisplatin resultieren in Replikations- und Transkriptions-Inhibition und führen so zum Tod der Zelle. 
Aus Wang und Lippard, 2005. 
Das aus der Europäischen Eibe gewonnene Docetaxel bindet an die Mikrotubuli der Zelle, sodass 
keine Mitose mehr stattfinden kann (Abb.5). Durch im Zytoplasma verteilte Mikrotubulibündel 
kommt es aber auch während der Interphase zur Störung des zelleigenen Tubulinnetzwerks. Zellen, 
welche auf derartige Weise verändert sind, verfallen schließlich der Apoptose (Hänsel und Sticher, 
2007). Das Nebenwirkungsspektrum von Docetaxel beinhaltet dabei die häufig dosislimitierende 
Neutropenie, toxische Auswirkungen auf Haut, Haare und Nägel (Cortes und Pazdur, 1995) sowie 
periphere Neuropathien (Hilkens et al, 1997).  
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Abb.5: Aufbau des Mikrotubuliapparates der Zelle und Ansatzpunkt von Docetaxel als Taxan am beta-Tubulin des Mikrotubulus. Durch die 
Bindung von Docetaxel wird die Dynamik der sich ständig im Umbau befindlichen Mikrotubuli gestört und die Mitose der Zelle 
unterbunden. Aus Morris und Fornier, 2008. 
Im Gegensatz zu den relativ unspezifisch wirkenden Zytostatika Cisplatin und Docetaxel greift 
Cetuximab als monoklonaler Antikörper direkt am EGFR der Tumorzelle an, welcher in einem 
Großteil aller HNSCC exprimiert ist (Abb.6). Bindet Cetuximab an den EGFR, führt dies zur 
Internalisierung und damit Herunterregulierung des Rezeptors. Möglicherweise führt Cetuximab 
außerdem zu einer Oberflächenveränderung der EGFR-exprimierenden Tumorzelle, welche die 
Erkennung durch Natürliche Killerzellen ermöglicht. Dieser antiproliferative Effekt wird weiter 
ausgebaut durch die verminderte Expression des Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktors (HIF) 
nach Gabe von Cetuximab (Lu et al., 2013). Durch seinen Aufbau als monoklonaler Antikörper birgt 
Cetuximab selbst jedoch die Gefahr, eine Immunreaktion im Patienten auszulösen. So finden sich in 
circa vier Prozent der behandelten Patienten Überempfindlichkeitsreaktionen auf Cetuximab, welche 
von akneartigen Hautausschlägen bis hin zu schwerwiegenden Infusionsreaktionen reichen können 
(Dietz et al., 2008, Rapidis und Wolf, 2009) 
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Abb.6: Signalwege, welche durch Bindung von Cetuximab an den EGFR blockiert werden. EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor), 
TK (Tyrosinkinase), P (Phosphorylierte Tyrosinkinase). Modifiziert nach Graham et al., 2004. 
1.6 Ansprechraten und Resistenzentwicklung 
In der postoperativen Behandlung konnte eine klare Überlegenheit der Radiochemotherapie mit 
Cisplatin gegenüber alleiniger Radiotherapie gezeigt werden (Bernier et al., 2004). Seit einigen Jahren 
werden daher auch vermehrt fortgeschrittene HNSCC mit der systemischen Gabe von Cisplatin in 
Kombination mit lokoregionaler Radiotherapie behandelt. Die Ansprechrate dieser Therapieform 
liegt bei etwa 50 Prozent, sodass die Hälfte der Patienten möglicherweise von einer sofortigen 
Operation mehr profitiert hätte. Bisher konnten die zugrunde liegenden Mechanismen der 
Resistenzbildung gegenüber Cisplatin nicht vollständig entschlüsselt werden. Zwar zeigte sich eine 
signifikante Korrelation zwischen der Cisplatin-Sensitivität und dem Grad der entstandenen Platin-
DNA-Addukte, jedoch konnte die Ursache für die interzelluläre Variabilität dieser DNA-Addukte noch 
nicht geklärt werden (Martens-de Kemp et al., 2013).  
Durch die Erweiterung mit Docetaxel konnte das chemotherapeutische Standardregime, welches bis 
dahin aus Cisplatin und 5-Fluorouracil bestand (Rooney et al., 1985), weiter ausgebaut werden. In der 
Kombination mit Docetaxel war eine signifikante Verbesserung des klinischen Outcomes und eine 
Senkung des Sterberisikos um mehr als ein Viertel zu vermerken (Vermorken et al., 2007). Auch in-
vitro zeigen Cisplatin-resistente Zelllinien ein gutes beziehungsweise zum Teil hypersensibles 
Ansprechen auf Docetaxel, ohne dass die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen geklärt sind 
(Saiki et al., 2011). Darüber hinaus finden sich in der Literatur nur wenige Angaben zur 
Resistenzbildung gegenüber diesem Taxan. Es gibt aus der Brustkrebsforschung jedoch Hinweise 
darauf, dass die Expression einzelner tumorassoziierter Gene, wie beispielsweise des BRCA1-Gens 
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(Brustkrebsgen 1), einen Einfluss auf die Suszeptibilität gegenüber Docetaxel hat und gegebenenfalls 
als prädiktiver Marker verwendet werden kann (De Ligio et al., 2009).  
Mit dem Einsatz monoklonaler Antikörper kam es zu einem Paradigmenwechsel in der Behandlung 
von Kopf-Hals-Tumoren. In 10 bis 20 Prozent der Patienten mit fortgeschrittenen HNSCC konnte eine 
Regression durch den Einsatz von EGFR-Inhibitoren erreicht werden (Wheeler et al., 2008). Die 
Kombination klassischer Zytostatika mit Cetuximab führt zu synergistischen antitumorösen Effekten, 
ohne dass es zu einer Potenzierung der Nebenwirkungen kommt. Jedoch korreliert die Expression 
von EGFR nicht mit dem Ansprechen des jeweiligen Tumors, sodass daraus kein prädiktiver Marker 
gewonnen werden kann. Auch in primär sensiblen Tumoren kann es zur Ausbildung von 
Resistenzmechanismen gegenüber Cetuximab kommen, ohne dass deren Ursachen bislang 
vollständig verstanden sind (Mahipal et al., 2014). Die Untersuchung Cetuximab-resistenter Zellen 
ergab neben der zusätzlichen Aktivierung diverser Rezeptortyrosinkinasen wie HER2 (Humaner 
Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2), HER3 (Humaner Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 3) 
oder cMET, auch Veränderungen im EGFR-Internalisierungsprozess (Wheeler et al., 2008). 
Gleichzeitig weisen resistente Tumorzellen höhere Level von HIF 1-alpha auf, welches die 
stabilisierende Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF darstellt und damit die Anpassung der 
Zelle an hypoxische Bedingungen   verbessert (Lu et al., 2013). 
Gerade die beschriebene Resistenzbildung macht die Entwicklung neuer Therapiestrategien zu einer 
Herausforderung. Interindividuelle Unterschiede und die Heterogenität der Zellen innerhalb eines 
Tumors lassen empirisch entwickelte Standardbehandlungen inadäquat und wenig effektiv 
erscheinen, sodass der Ruf nach personalisierten Behandlungsschemata immer lauter wird. Eine 
Charakterisierung eines jeden einzelnen Tumors nach Suszeptibilitäts- und Resistenzlage und die 
daraufhin passend abgestimmte Behandlung der Erkrankung stellt das Idealbild der individualisierten 
Krebstherapie dar und macht prädiktive Testsysteme wünschenswert. 
1.7  Humane Schnittkulturen als Testsysteme  
Gegenwärtige Ansätze zum Testen von Chemotherapeutika bestehen zumeist aus isolierten 
Tumorzelllinien oder Tiermodellen. Klonogene Zellkulturen spiegeln dabei in keiner Weise die 
zelluläre Heterogenität innerhalb eines Tumors oder die Wechselwirkungen der Tumorzellen mit 
ihrer Umgebung wider, sodass Untersuchungen an Zelllinien stets nur einen kleinen Teil des Systems 
Tumor betrachten können. Die Implantation humaner Tumorzellen in immundefiziente Tiere stellt 
wiederum  einen Versuchsansatz dar, welcher vitale Umgebungsbedingungen schafft und somit eine 
Annäherung an die Natur beinhaltet (Kamiyama et al., 2013). Aufgrund der Speziesunterschiede wird 
jedoch eine Immunsuppression des Tieres nötig, sodass die Komponente Immunsystem, welche eine 
entscheidende Rolle in der Proliferation von Tumorzellen spielt, außer Acht gelassen werden muss. 
Neben der begrenzten Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen beinhalteten 
Tierversuchsmodelle immer auch eine ethische Problematik, welche nicht vernachlässigt werden darf 
und ganz entscheidend zu den Nachteilen der Tiermodellforschung beiträgt.  
Im Gegensatz dazu stellen humane Schnittkulturen ein Modell dar, welches die Integrität des 
Zellverbandes gewährleistet und keine Differenzen zwischen den Spezies überwinden muss. 
Angelehnt an organotypische Schnittkulturen aus Nagern (Gähwiler, 1984, Stoppini et al., 1991), kam 
es zur Entwicklung humaner Schnittkulturmodelle des Gehirns, welche in der neurobiologischen 
Forschung verwendet werden um Mechanismen der Neuroinflammation und Neurodegeneration zu 
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identifizieren (Nitsch et al., 2000, Dörr et al., 2005, Merz et al., 2010). Dabei konnte unter anderem 
gezeigt werden, dass Apoptose-induzierende Liganden, welche mit Tumornekrosefaktoren assoziiert 
sind (sog. TRAILs =tumour-necrosis-factor-related apoptosis-inducing ligand), nicht nur in 
Tumorzellen, sondern auch in Gehirnzellen zur Induktion von Apoptose und damit zum Zelltod führen 
und sich daher nicht zur Therapie von Hirntumoren eignen (Nitsch et al., 2000). Schnittkulturen aus 
humanen Glioblastomresektaten wurden außerdem der chemotherapeutischen Behandlung und 
Bestrahlung zugeführt, sodass neue Therapieansätze entwickelt und evaluiert werden konnten, ohne 
dass die Integrität des Tumormikromilieus gestört wurde oder Risiken für Patienten entstanden 
(Merz et al., 2013). Das Modell der humanen Schnittkulturen bietet die Möglichkeit, Gewebeproben 
aus Biopsien oder Operationsresektaten über einen längeren Zeitraum zu kultivieren und mit 
verschiedenen Chemotherapeutika zu behandeln. Dazu wird das Gewebe in circa 350 µm dicke 
Scheiben geschnitten und dann auf einer Membran, welche die Diffusion von Kulturmedium 
ermöglicht, über mehrere Tage inkubiert und behandelt. Nach der Fixierung lassen sich die daraus 
entstandenen Präparate histologisch und immunhistochemisch aufarbeiten. Durch die Dicke der 
einzelnen Schnitte bleibt der Gewebeverband intakt, sodass  die Kommunikation zwischen den 
einzelnen Bestandteilen des Tumormikromilieus erhalten bleibt und in die wissenschaftliche 
Betrachtung einbezogen werden kann. Neben Informationen über die zelluläre und morphologische 
Zusammensetzung von Tumoren, können damit auch funktionelle Kenntnisse über die Neoplasie 
gewonnen werden.  
Beispielsweise lassen sich die Effekte verschiedener Medikamente auf das Gewebe untersuchen,  
indem das Kulturmedium damit versetzt und dann in die Zellen aufgenommen wird. Dies ist gerade 
bei der Etablierung neuer Medikamente sinnvoll, wenn noch wenig Kenntnis über unerwünschte 
Nebenwirkungen besteht. 2006 wurde dies in London besonders deutlich, als während einer Phase-I-
Studie mehrere freiwillige Probanden nach Verabreichung eines anti-CD28-Antikörpers (TGN1412) 
immunologisch vermittelte Schockzustände erlitten und nur mit gravierenden gesundheitlichen 
Einbußen überlebten. Trotz vorheriger Testung an Primaten ergab sich daraus kein Hinweis auf die 
extremen Nebenwirkungen des Medikaments auf den menschlichen Organismus (Kenter und Cohen, 
2006, Dowsing und Kendall, 2007). Dieser Zwischenfall hebt die Notwendigkeit der Entwicklung 
humaner Testsysteme, welche die in-vivo Reaktion widerspiegeln, noch einmal hervor. Humane 
Schnittkulturen bieten dabei die Möglichkeit Botenstoffe und Stoffwechselprodukte, welche in das 
Nährmedium übertreten, schon während der Kultivierung zu quantifizieren und so auch Zytokine, 
welche 2006 für die enorme Immunreaktion der Probanden verantwortlich waren, zu messen, ohne 
die Integrität des Zellverbandes zu stören. 
Zusätzlich liefern humane Schnittkulturen die Gelegenheit, die Wirkung bereits etablierter 
Medikamente auf Gewebe zu prüfen. So können unter anderem Aussagen über die Suszeptibilität 
eines Tumors gegenüber dem  getesteten Chemotherapeutikum getroffen werden, indem 
histologische und immunhistochemische Veränderungen, wie die Abnahme der Zelldichte und die 
Aktivierung von Caspasen, identifiziert und mit unbehandelten Kontrollen verglichen werden (Merz 
et al., 2013). 
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Abb. 7: Experimentelles Setup zur Chemosensitivitätstestung mit Schnittkulturen. a: 350 µm dicker Schnitt eines HNSCC, b: Schematische 
Darstellung der Kultivierung in 6-Well-Plates und Behandlung mit Medikamenten. 
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden in den vergangenen drei Jahren Schnittkulturen aus 
humanen Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region  entwickelt und ein System zur Testung 
neuer und bewährter Chemotherapeutika etabliert. Hierbei entstanden aus Operationsresektaten 
von primären HNSCC und Metastasen 350 µm dicke Schnittkulturen, welche über einen Zeitraum von 
mehreren Tagen kultiviert und mit verschiedenen Zytostatika und einem Antikörpern versetzt 
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass Gewebe aus Tumoren der Kopf-Hals-Region auch nach sechs 
Tagen in Kultur hervorragend erhalten bleibt und ohne signifikante morphologische Veränderungen 
überlebt. Nach der Behandlung mit Cisplatin, Docetaxel oder Cetuximab wurden histologische 
Alterationen im Sinne von Zelluntergang deutlich, welche über die Messung der Zelldichte und der 
Aktivierung von Caspase 3 quantifiziert werden konnten. Humane Schnittkulturen aus HNSCC 
könnten es in Zukunft ermöglichen, aus kultiviertem Biopsiematerial Aussagen über Sensibilitäts- und 
Resistenzlage des vorliegenden Tumors zu erhalten und Therapieprotokolle entsprechend 
anzupassen. Weiterhin wären detaillierte Untersuchungen und molekulargenetische Analysen an 
resistenten Tumorzellen denkbar sowie die Etablierung löslicher Biomarker aus dem Kulturmedium 
zur zeitnahen und sicheren Evaluation der Suszeptibilität. 
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2. Fragestellung 
Trotz chirurgisch verfeinerter Operationsmethoden und der Verbesserung chemo- und 
strahlentherapeutischer Behandlungsregime, hat sich die Überlebensrate eines Großteils der 
Patienten mit fortgeschrittenen Karzinomen der Kopf-Hals-Region in den letzten Jahrzehnten nicht 
wesentlich verbessert, da es noch immer häufig zu lokoregionalen Rezidiven und der Bildung von 
Fernmetastasen kommt (Leemans et al., 2011, Masuda et al., 2011). Man weiß zwar um die große 
Heterogenität der Neoplasien, kann jedoch aufgrund des Mangels an prädiktiven und verlässlichen 
Parametern keine personalisierten Therapiestrategien ableiten. Bisherige Testsysteme zur 
Chemosensibilität vernachlässigten entweder die immunologische Komponente, Speziesunterschiede 
oder das Tumormikromilieu als wichtigen Einflussnehmer auf die Proliferation von Tumoren. Um dies 
zu vermeiden wurde ein Schnittkultur-Modell aus humanen Gewebeproben von HNSCC entwickelt, 
welches folgende Fragen beantworten soll: 
- Ist es möglich, Gewebe aus humanen Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region als 
Schnittkultur zu halten? 
- Wie ist der Erhalt der Morphologie und ab welchem Zeitpunkt zeigen sich signifikante, 
kultivierungsbedingte Veränderungen? 
- Zeigt die Behandlung der Schnittkulturen mit gängigen Zytostatika und Antikörpern einen 
Effekt auf die kultivierten Gewebeproben? 
- Lassen sich diese Effekte anhand von Zelldichtemessungen und der Evaluation von 
Apoptosemarkern quantifizieren? 
Um die gestellten Fragen zu beantworten, wurden Kooperationen zwischen dem Institut für 
Anatomie der Universität Leipzig, der Klinik für Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der Universitätsklinik 
Leipzig, dem Institut für Pathologie der Universitätsklinik Leipzig und dem Universitären 
Krebszentrum Leipzig realisiert.  
Nach der Fixierung der Schnittkulturen erfolgte die weitere histologische Auswertung mit Hilfe 
klassischer Hämatoxylin-Eosin-Färbungen und Immunfluoreszenzfärbungen diverser Markerproteine  
wie beispielsweise aktivierter Caspase. Die Quantifizierung erfolgte durch die Auszählung 
mikroskopischer Blickfelder in unterschiedlichen Bereichen der Präparate. Von verschiedenen Slices 
pro Gruppe wurden dabei Fotos aufgenommen und verblindet ausgewertet. 
 
 
 
 
 
 
 
21 
 
3. Literaturverzeichnis der Einleitung 
 
Alitalo K, Tammela T, Petrova TV. Lymphangiogenesis in development and human disease. Nature. 
2005 Dec 15;438(7070):946-53. 
American Society of Clinical Oncology, Pfister DG, Laurie SA, Weinstein GS, Mendenhall WM, 
Adelstein DJ, Ang KK, Clayman GL, Fisher SG, Forastiere AA, Harrison LB, Lefebvre JL, Leupold N, List 
MA, O'Malley BO, Patel S, Posner MR, Schwartz MA, Wolf GT. American Society of Clinical Oncology 
clinical practice guideline for the use of larynx-preservation strategies in the treatment of laryngeal 
cancer.  J Clin Oncol. 2006 Aug 1;24(22):3693-704. Epub 2006 Jul 10. 
Beasley NJ, Prevo R, Banerji S, Leek RD, Moore J, van Trappen P, Cox G, Harris AL, Jackson DG. 
Intratumoral lymphangiogenesis and lymph node metastasis in head and neck cancer. Cancer Res. 
2002 Mar 1;62(5):1315-20. 
Bergers G, Song S. The role of pericytes in blood-vessel formation and maintenance. Neuro Oncol. 
2005 Oct;7(4):452-64. 
Bernier J, Domenge C, Ozsahin M, Matuszewska K, Lefèbvre JL, Greiner RH, Giralt J, Maingon P, 
Rolland F, Bolla M, Cognetti F, Bourhis J, Kirkpatrick A, van Glabbeke M; European Organization for 
Research and Treatment of Cancer Trial 22931. Postoperative irradiation with or without 
concomitant chemotherapy for locally advanced head and neck cancer. N Engl J Med. 2004 May 
6;350(19):1945-52. 
Bhowmick NA, Neilson EG, Moses HL. Stromal fibroblasts in cancer initiation and progression. Nature. 
2004 Nov 18;432(7015):332-7. 
Blasco MA. Telomeres and human disease: ageing, cancer and beyond. Nat Rev Genet. 2005 
Aug;6(8):611-22. 
Boyer B, Thiery JP. Epithelium-mesenchyme interconversion as example of epithelial plasticity. 
APMIS. 1993 Apr;101(4):257-68. 
Braakhuis BJ, Snijders PJ, Keune WJ, Meijer CJ, Ruijter-Schippers HJ, Leemans CR, Brakenhoff RH. 
Genetic patterns in head and neck cancers that contain or lack transcriptionally active human 
papillomavirus. J Natl Cancer Inst. 2004 Jul 7;96(13):998-1006. 
Breitbart W, Holland J. Psychosocial aspects of head and neck cancer. Semin Oncol. 1988 
Feb;15(1):61-9. 
Brocks CP, Pries R, Frenzel H, Ernst M, Schlenke P, Wollenberg B. Functional alteration of myeloid 
dendritic cells through head and neck cancer. Anticancer Res. 2007 Mar-Apr;27(2):817-24. 
Broek RV, Mohan S, Eytan DF, Chen Z, Van Waes C. The PI3K/Akt/mTOR axis in head and neck cancer: 
functions, aberrations, crosstalk, and therapies. Oral Dis. 2013 Nov 12. doi: 10.1111/odi.12206. [Epub 
ahead of print] 
Burkhart DL, Sage J. Cellular mechanisms of tumour suppression by the retinoblastoma gene. Nat Rev 
Cancer. 2008 Sep;8(9):671-82. doi: 10.1038/nrc2399. 
22 
 
Canel M, Secades P, Garzón-Arango M, Allonca E, Suarez C, Serrels A, Frame M, Brunton V, Chiara 
MD. Involvement of focal adhesion kinase in cellular invasion of head and neck squamous cell 
carcinomas via regulation of MMP-2 expression. Br J Cancer. 2008 Apr 8;98(7):1274-84. doi: 
10.1038/sj.bjc.6604286. Epub 2008 Mar 18. 
Cavallaro U, Christofori G Cell adhesion and signalling by cadherins and Ig-CAMs in cancer. Nat Rev 
Cancer. 2004 Feb;4(2):118-32. 
Chung CH, Parker JS, Karaca G, Wu J, Funkhouser WK, Moore D, Butterfoss D, Xiang D, Zanation A, Yin 
X, Shockley WW, Weissler MC, Dressler LG, Shores CG, Yarbrough WG, Perou CM. Molecular 
classification of head and neck squamous cell carcinomas using patterns of gene expression.  Cancer 
Cell. 2004 May;5(5):489-500. 
Chung CH, Parker JS, Ely K, Carter J, Yi Y, Murphy BA, Ang KK, El-Naggar AK, Zanation AM, Cmelak AJ, 
Levy S, Slebos RJ, Yarbrough WG. Gene expression profiles identify epithelial-to-mesenchymal 
transition and activation of nuclear factor-kappaB signaling as characteristics of a high-risk head and 
neck squamous cell carcinoma. Cancer Res. 2006 Aug 15;66(16):8210-8. 
Cortes JE, Pazdur R. Docetaxel.  J Clin Oncol. 1995 Oct;13(10):2643-55. 
De Ligio JT, Velkova A, Zorio DA, Monteiro AN. Can the status of the breast and ovarian cancer 
susceptibility gene 1 product (BRCA1) predict response to taxane-based cancer therapy? Anticancer 
Agents Med Chem. 2009 Jun;9(5):543-9. 
DeNardo DG, Andreu P, Coussens LM. Interactions between lymphocytes and myeloid cells regulate 
pro- versus anti-tumor immunity. Cancer Metastasis Rev. 2010 Jun;29(2):309-16. doi: 
10.1007/s10555-010-9223-6. 
Dietz A, Boehm A, Mozet C, Wichmann G, Giannis A.Eur Arch Otorhinolaryngol. 2008 Jul;265 Suppl 
1:S3-12. doi: Current aspects of targeted therapy in head and neck tumors. 10.1007/s00405-008-
0697-6. 
Dietz A, Boehm A, Horn IS, Kruber P, Bechmann I, Golusinski W, Niederwieser D, Dollner R, 
Remmerbach TW, Wittekind C, Dietzsch S, Hildebrandt G, Wichmann G. Assay-based response 
evaluation in head and neck oncology: requirements for better decision making. Eur Arch 
Otorhinolaryngol. 2010 Apr;267(4):483-94. doi: 10.1007/s00405-009-1191-5. Epub 2010 Jan 6.  
Dörr J, Roth K, Zurbuchen U, Deisz R, Bechmann I, Lehmann TN, Meier S, Nitsch R, Zipp F. Tumor-
necrosis-factor-related apoptosis-inducing-ligand (TRAIL)-mediated death of neurons in living human 
brain tissue is inhibited by flupirtine-maleate. J Neuroimmunol. 2005 Oct;167(1-2):204-9. 
Dowsing T, Kendall MJ. The Northwick Park tragedy--protecting healthy volunteers in future first-in-
man trials. J Clin Pharm Ther. 2007 Jun;32(3):203-7. 
Dropkin MJ. Body image and quality of life after head and neck cancer surgery. Cancer Pract. 1999 
Nov-Dec;7(6):309-13. 
Dvorak HF. Tumors: wounds that do not heal. Similarities between tumor stroma generation and 
wound healing. N Engl J Med. 1986 Dec 25;315(26):1650-9. 
23 
 
Dyson N, Howley PM, Münger K, Harlow E. The human papilloma virus-16 E7 oncoprotein is able to 
bind to the retinoblastoma gene product. Science. 1989 Feb 17;243(4893):934-7. 
Evan G, Littlewood T. A matter of life and cell death. Science. 1998 Aug 28;281(5381):1317-22. 
Fei J, Hong A, Dobbins TA, Jones D, Lee CS, Loo C, Al-Ghamdi M, Harnett GB, Clark J, O'Brien CJ, Rose 
B. Prognostic significance of vascular endothelial growth factor in squamous cell carcinomas of the 
tonsil in relation to human papillomavirus status and epidermal growth factor receptor. Ann Surg 
Oncol. 2009 Oct;16(10):2908-17. doi: 10.1245/s10434-009-0579-1. Epub 2009 Jul 15. 
Ferreira MB, De Souza JA, Cohen EE Role of molecular markers in the management of head and neck 
cancers. Curr Opin Oncol. 2011 May;23(3):259-64. doi: 10.1097/CCO.0b013e328344f53a. 
Fujimura T, Mahnke K, Enk AH. Myeloid derived suppressor cells and their role in tolerance induction 
in cancer. J Dermatol Sci. 2010 Jul;59(1):1-6. doi: 10.1016/j.jdermsci.2010.05.001. 
Gaggioli C, Hooper S, Hidalgo-Carcedo C, Grosse R, Marshall JF, Harrington K, Sahai E. Fibroblast-led 
collective invasion of carcinoma cells with differing roles for RhoGTPases in leading and following 
cells. Nat Cell Biol. 2007 Dec;9(12):1392-400. Epub 2007 Nov 25. 
Gähwiler BH. Slice cultures of cerebellar, hippocampal and hypothalamic tissue. Experientia. 1984 
Mar 15;40(3):235-43. 
Galdiero MR, Bonavita E, Barajon I, Garlanda C, Mantovani A, Jaillon S. Tumor associated 
macrophages and neutrophils in cancer. Immunobiology. 2013 Nov;218(11):1402-10. doi: 
10.1016/j.imbio.2013.06.003. Epub 2013 Jun 17. 
Gerhardt H, Semb H. Pericytes: gatekeepers in tumour cell metastasis? J Mol Med (Berl). 2008 
Feb;86(2):135-44. Epub 2007 Sep 22. 
Goustin AS, Leof EB, Shipley GD, Moses HL. Growth factors and cancer. Cancer Res. 1986 
Mar;46(3):1015-29. 
Graham J, Muhsin M, Kirkpatrick P. Cetuximab. Nat Rev Drug Discov. 2004 Jul;3(7):549-50. 
Grivennikov SI, Greten FR, Karin M. Immunity, inflammation, and cancer. Cell. 2010 Mar 
19;140(6):883-99. doi: 10.1016/j.cell.2010.01.025. 
Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch during 
tumorigenesis. Cell. 1996 Aug 9;86(3):353-64. 
Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4;144(5):646-74. 
doi: 10.1016/j.cell.2011.02.013.  
Hänsel R, Sticher O. Pharmakognosie-Phytopharmazie. 8. Auflage Springerverlag, Heidelberg 2007. 
zur Hausen H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application. Nat Rev Cancer. 
2002 May;2(5):342-50. 
Hilkens PH, Verweij J, Vecht CJ, Stoter G, van den Bent MJ. Clinical characteristics of severe 
peripheral neuropathy induced by docetaxel (Taxotere). Ann Oncol. 1997 Feb;8(2):187-90. 
24 
 
Horn S, Ozsahin M, Lefèbvre JL, Horiot JC, Lartigau E. Association of Radiotherapy and Oncology of 
the Mediterranean Area (AROME). Larynx preservation: what is the standard treatment? Crit Rev 
Oncol Hematol. 2012 Dec;84 Suppl 1:e97-e105. doi: 10.1016/j.critrevonc.2010.11.008. Epub 2010 
Dec 23. 
Ishitoya J, Toriyama M, Oguchi N, Kitamura K, Ohshima M, Asano K, Yamamoto T. Gene amplification 
and overexpression of EGF receptor in squamous cell carcinomas of the head and neck. Br J Cancer. 
1989 Apr;59(4):559-62. 
Johansson M, Denardo DG, Coussens LM. Polarized immune responses differentially regulate cancer 
development. Immunol Rev. 2008 Apr;222:145-54. doi: 10.1111/j.1600-065X.2008.00600.x. 
Jung YS, Kato I, Kim HR. A novel function of HPV16-E6/E7 in epithelial-mesenchymal transition. 
Biochem Biophys Res Commun. 2013 Jun 7;435(3):339-44. doi: 10.1016/j.bbrc.2013.04.060. Epub 
2013 Apr 27. 
Kamiyama H, Rauenzahn S, Shim JS, Karikari CA, Feldmann G, Hua L, Kamiyama M, Schuler FW, Lin 
MT, Beaty RM, Karanam B, Liang H, Mullendore ME, Mo G, Hidalgo M, Jaffee E, Hruban RH, Jinnah 
HA, Roden RB, Jimeno A, Liu JO, Maitra A, Eshleman JR. Personalized chemotherapy profiling using 
cancer cell lines from selectable mice. Clin Cancer Res. 2013 Mar 1;19(5):1139-46. doi: 10.1158/1078-
0432.CCR-12-2127. Epub 2013 Jan 22. 
Karcher J, Reisser C, Daniel V, Herold-Mende C. [Cytokine expression of transforming growth factor-
beta2 and interleukin-10 in squamous cell carcinomas of the head and neck. Comparison of tissue 
expression and serum levels]. HNO. 1999 Oct;47(10):879-84. 
Karin M.  Nuclear factor-kappaB in cancer development and progression. Nature. 2006 May 
25;441(7092):431-6. 
Karow T, Lang-Roth R. Pharmakologie und Toxikologie 2008. 16. Auflage Thomas Karow Verlag, 
Pulheim 2008. 
Kenter MJ, Cohen AF. Establishing risk of human experimentation with drugs: lessons from TGN1412. 
Lancet. 2006 Oct 14;368(9544):1387-91. 
Kerbel RS. Tumor angiogenesis. N Engl J Med. 2008 May 8;358(19):2039-49. doi: 
10.1056/NEJMra0706596. 
Koch WM, Lango M, Sewell D, Zahurak M, Sidransky D. Head and neck cancer in nonsmokers: a 
distinct clinical and molecular entity. Laryngoscope. 1999 Oct;109(10):1544-51. 
Koontongkaew S. The tumor microenvironment contribution to development, growth, invasion and 
metastasis of head and neck squamous cell carcinomas. J Cancer. 2013;4(1):66-83. doi: 
10.7150/jca.5112. Epub 2013 Jan 1.  
Kostareli E, Holzinger D, Bogatyrova O, Hielscher T, Wichmann G, Keck M, Lahrmann B, Grabe N, 
Flechtenmacher C, Schmidt CR, Seiwert T, Dyckhoff G, Dietz A, Höfler D, Pawlita M, Benner A, Bosch 
FX, Plinkert P, Plass C, Weichenhan D, Hess J. HPV-related methylation signature predicts survival in 
oropharyngeal squamous cell carcinomas. J Clin Invest. 2013 Jun 3;123(6):2488-501. doi: 
10.1172/JCI67010. Epub 2013 May 1. 
25 
 
Kutler DI, Auerbach AD, Satagopan J, Giampietro PF, Batish SD, Huvos AG, Goberdhan A, Shah JP, 
Singh B. High incidence of head and neck squamous cell carcinoma in patients with Fanconi anemia. 
Arch Otolaryngol Head Neck Surg. 2003 Jan;129(1):106-12. 
Kyzas PA, Cunha IW, Ioannidis JP. Prognostic significance of vascular endothelial growth factor 
immunohistochemical expression in head and neck squamous cell carcinoma: a meta-analysis. Clin 
Cancer Res. 2005 Feb 15;11(4):1434-40. 
Lechner M, Frampton GM, Fenton T, Feber A, Palmer G, Jay A, Pillay N, Forster M, Cronin MT, Lipson 
D, Miller VA, Brennan TA, Henderson S, Vaz F, O'Flynn P, Kalavrezos N, Yelensky R, Beck S, Stephens 
PJ, Boshoff C. Targeted next-generation sequencing of head and neck squamous cell carcinoma 
identifies novel genetic alterations in HPV+ and HPV- tumors. Genome Med. 2013 May 29;5(5):49. 
[Epub ahead of print] 
Leemans CR, Braakhuis BJ, Brakenhoff RH. The molecular biology of head and neck cancer. Nat Rev 
Cancer. 2011 Jan;11(1):9-22. doi: 10.1038/nrc2982. Epub 2010 Dec 16. 
Lefebvre JL. Surgery for Laryngopharyngeal SCC in the Era of Organ Preservation. Clin Exp 
Otorhinolaryngol. 2009 Dec;2(4):159-63. doi: 10.3342/ceo.2009.2.4.159. Epub 2009 Dec 31. 
Lu H, Li X, Luo Z, Liu J, Fan Z. Cetuximab reverses the Warburg effect by inhibiting HIF-1-regulated 
LDH-A. Mol Cancer Ther. 2013 Oct;12(10):2187-99. doi: 10.1158/1535-7163.MCT-12-1245. Epub 
2013 Aug 6. 
Lüllmann H, Mohr K, Hein L. Pharmakologie und Toxikologie. 16. Auflage Thieme Verlag, Stuttgart 
2006. 
Mahipal A, Kothari N, Gupta S. Epidermal growth factor receptor inhibitors: coming of age. Cancer 
Control. 2014 Jan;21(1):74-9. 
Mani SA, Guo W, Liao MJ, Eaton EN, Ayyanan A, Zhou AY, Brooks M, Reinhard F, Zhang CC, Shipitsin 
M, Campbell LL, Polyak K, Brisken C, Yang J, Weinberg RA. The epithelial-mesenchymal transition 
generates cells with properties of stem cells. Cell. 2008 May 16;133(4):704-15. doi: 
10.1016/j.cell.2008.03.027. 
Mao L, El-Naggar AK, Fan YH, Lee JS, Lippman SM, Kayser S, Lotan R, Hong WK. Telomerase activity in 
head and neck squamous cell carcinoma and adjacent tissues. Cancer Res. 1996 Dec 15;56(24):5600-
4. 
Martens-de Kemp SR, Dalm SU, Wijnolts FM, Brink A, Honeywell RJ, Peters GJ, Braakhuis BJ, 
Brakenhoff RH. DNA-bound platinum is the major determinant of cisplatin sensitivity in head and 
neck squamous carcinoma cells. PLoS One. 2013 Apr 17;8(4):e61555. doi: 
10.1371/journal.pone.0061555. Print 2013. 
Marx J. Cancer research. Mutant stem cells may seed cancer. Science. 2003 Sep 5;301(5638):1308-
10. 
Masuda M, Wakasaki T, Toh S, Shimizu M, Adachi S. Chemoprevention of Head and Neck Cancer by 
Green Tea Extract: EGCG-The Role of EGFR Signaling and "Lipid Raft". J Oncol. 2011;2011:540148. 
doi: 10.1155/2011/540148. Epub 2011 Jan 2. 
 
26 
 
Merz F, Müller M, Taucher-Scholz G, Rödel F, Stöcker H, Schopow K, Laprell L, Dehghani F, Durante 
M, Bechmann I. Tissue slice cultures from humans or rodents: a new tool to evaluate biological 
effects of heavy ions. Radiat Environ Biophys. 2010 Aug;49(3):457-62. doi: 10.1007/s00411-010-
0293-1. Epub 2010 May 19. 
Merz F, Gaunitz F, Dehghani F, Renner C, Meixensberger J, Gutenberg A, Giese A, Schopow K, Hellwig 
C, Schäfer M, Bauer M, Stöcker H, Taucher-Scholz G, Durante M, Bechmann I. Organotypic slice 
cultures of human glioblastoma reveal different susceptibilities to treatments. Neuro Oncol. 2013 
Jun;15(6):670-81. doi: 10.1093/neuonc/not003. Epub 2013 Apr 10. 
Metelmann H, Kaduk W. Tumoren im Kopf-Hals-Bereich in: Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, hg. von 
Horch H. 4. Auflage Urban und Fischer Verlag, München 2007. 
Mohamed KM, Le A, Duong H, Wu Y, Zhang Q, Messadi DV. Correlation between VEGF and HIF-
1alpha expression in human oral squamous cell carcinoma. Exp Mol Pathol. 2004 Apr;76(2):143-52. 
Muller D, Millon R, Eber M, Methlin G, Abecassis J. Alteration of the C-met oncogene locus in human 
head and neck-carcinoma. Oncol Rep. 1995 Sep;2(5):847-50. 
Murdoch C, Muthana M, Coffelt SB, Lewis CE. The role of myeloid cells in the promotion of tumour 
angiogenesis. Nat Rev Cancer. 2008 Aug;8(8):618-31. doi: 10.1038/nrc2444. Epub 2008 Jul 17. 
Morris PG, Fornier MN. Microtubule active agents: beyond the taxane frontier.  Clin Cancer Res. 2008 
Nov 15;14(22):7167-72. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-08-0169. 
Na II, Kang HJ, Cho SY, Koh JS, Lee JK, Lee BC, Lee GH, Lee YS, Yoo HJ, Ryoo BY, Yang SH, Shim YS. 
EGFR mutations and human papillomavirus in squamous cell carcinoma of tongue and tonsil. Eur J 
Cancer. 2007 Feb;43(3):520-6. Epub 2007 Jan 16. 
Neiva KG, Zhang Z, Miyazawa M, Warner KA, Karl E, Nör JE. Cross talk initiated by endothelial cells 
enhances migration and inhibits anoikis of squamous cell carcinoma cells through STAT3/Akt/ERK 
signaling. Neoplasia. 2009 Jun;11(6):583-93. 
Nitsch R, Bechmann I, Deisz RA, Haas D, Lehmann TN, Wendling U, Zipp F Human brain-cell death 
induced by tumour-necrosis-factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) Lancet. 2000 Sep 
2;356(9232):827-8. 
Patel UA, Howell LK. Local response to chemoradiation in T4 larynx cancer with cartilage invasion. 
Laryngoscope. 2011 Jan;121(1):106-10. doi: 10.1002/lary.21181. 
Pietras K, Ostman A. Hallmarks of cancer: interactions with the tumor stroma. Exp Cell Res. 2010 May 
1;316(8):1324-31. doi: 10.1016/j.yexcr.2010.02.045. Epub 2010 Mar 6. 
Prince ME, Sivanandan R, Kaczorowski A, Wolf GT, Kaplan MJ, Dalerba P, Weissman IL, Clarke MF, 
Ailles LE. Identification of a subpopulation of cells with cancer stem cell properties in head and neck 
squamous cell carcinoma. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007 Jan 16;104(3):973-8. Epub 2007 Jan 8. 
Prince ME, Ailles LE Cancer stem cells in head and neck squamous cell cancer. J Clin Oncol. 2008 Jun 
10;26(17):2871-5. doi: 10.1200/JCO.2007.15.1613. 
Rapidis AD, Wolf GT. Immunotherapy of head and neck cancer: current and future considerations. J 
Oncol. 2009;2009:346345. doi: 10.1155/2009/346345. Epub 2009 Aug 9. 
Rooney M, Kish J, Jacobs J, Kinzie J, Weaver A, Crissman J, Al-Sarraf M. Improved complete response 
rate and survival in advanced head and neck cancer after three-course induction therapy with 120-
hour 5-FU infusion and cisplatin. Cancer. 1985 Mar 1;55(5):1123-8. 
27 
 
Rothenberg SM, Ellisen LW. The molecular pathogenesis of head and neck squamous cell carcinoma. 
J Clin Invest. 2012 Jun 1;122(6):1951-7. 
Saiki Y, Ogawa T, Shiga K, Sunamura M, Kobayashi T, Horii A. A Human Head and Neck Squamous Cell 
Carcinoma Cell Line with Acquired cis-Diamminedichloroplatinum-Resistance Shows Remarkable 
Upregulation of BRCA1 and Hypersensitivity to Taxane. Int J Otolaryngol. 2011;2011:521852. doi: 
10.1155/2011/521852. Epub 2011 Oct 20. 
Schäfer M, Werner S. Cancer as an overhealing wound: an old hypothesis revisited. Nat Rev Mol Cell 
Biol. 2008 Aug;9(8):628-38. doi: 10.1038/nrm2455. Epub 2008 Jul 16. 
Seiwert TY, Jagadeeswaran R, Faoro L, Janamanchi V, Nallasura V, El Dinali M, Yala S, Kanteti R, Cohen 
EE, Lingen MW, Martin L, Krishnaswamy S, Klein-Szanto A, Christensen JG, Vokes EE, Salgia R. The 
MET receptor tyrosine kinase is a potential novel therapeutic target for head and neck squamous cell 
carcinoma. Cancer Res. 2009 Apr 1;69(7):3021-31. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-08-2881. Epub 2009 
Mar 24. 
Shah S, Divekar AA, Hilchey SP, Cho HM, Newman CL, Shin SU, Nechustan H, Challita-Eid PM, Segal 
BM, Yi KH, Rosenblatt JD. Increased rejection of primary tumors in mice lacking B cells: inhibition of 
anti-tumor CTL and TH1 cytokine responses by B cells. Int J Cancer. 2005 Nov 20;117(4):574-86. 
Sheu JJ, Hua CH, Wan L, Lin YJ, Lai MT, Tseng HC, Jinawath N, Tsai MH, Chang NW, Lin CF, Lin CC, 
Hsieh LJ, Wang TL, Shih IeM, Tsai FJ. Functional genomic analysis identified epidermal growth factor 
receptor activation as the most common genetic event in oral squamous cell carcinoma. Cancer Res. 
2009 Mar 15;69(6):2568-76. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-08-3199. Epub 2009 Mar 10. 
Smeets SJ, Braakhuis BJ, Abbas S, Snijders PJ, Ylstra B, van de Wiel MA, Meijer GA, Leemans CR, 
Brakenhoff RH. Genome-wide DNA copy number alterations in head and neck squamous cell 
carcinomas with or without oncogene-expressing human papillomavirus. Oncogene. 2006 Apr 
20;25(17):2558-64. 
Smeets SJ, van der Plas M, Schaaij-Visser TB, van Veen EA, van Meerloo J, Braakhuis BJ, Steenbergen 
RD, Brakenhoff RH. Immortalization of oral keratinocytes by functional inactivation of the p53 and 
pRb pathways. Int J Cancer. 2011 Apr 1;128(7):1596-605. doi: 10.1002/ijc.25474. Epub 2010 May 24. 
Smith A, Teknos TN, Pan Q. Epithelial to mesenchymal transition in head and neck squamous cell 
carcinoma. Oral Oncol. 2013 Apr;49(4):287-92. doi: 10.1016/j.oraloncology.2012.10.009. Epub 2012 
Nov 19. 
Sok JC, Coppelli FM, Thomas SM, Lango MN, Xi S, Hunt JL, Freilino ML, Graner MW, Wikstrand CJ, 
Bigner DD, Gooding WE, Furnari FB, Grandis JR. Mutant epidermal growth factor receptor (EGFRvIII) 
contributes to head and neck cancer growth and resistance to EGFR targeting. Clin Cancer Res. 2006 
Sep 1;12(17):5064-73. 
Starkey JR. Cell-matrix interactions during tumor invasion. Cancer Metastasis Rev. 1990 Sep;9(2):113-
23. 
Stoppini L, Buchs PA, Muller D.  A simple method for organotypic cultures of nervous tissue.  J 
Neurosci Methods. 1991 Apr;37(2):173-82. 
Tammela T, Alitalo K. Lymphangiogenesis: Molecular mechanisms and future promise. Cell. 2010 Feb 
19;140(4):460-76. doi: 10.1016/j.cell.2010.01.045. 
Thomas M, Matlashewski G, Pim D, Banks L. Induction of apoptosis by p53 is independent of its 
oligomeric state and can be abolished by HPV-18 E6 through ubiquitin mediated degradation. 
Oncogene. 1996 Jul 18;13(2):265-73. 
28 
 
Trellakis S, Farjah H, Bruderek K, Dumitru CA, Hoffmann TK, Lang S, Brandau S. Peripheral blood 
neutrophil granulocytes from patients with head and neck squamous cell carcinoma functionally 
differ from their counterparts in healthy donors. Int J Immunopathol Pharmacol. 2011 Jul-
Sep;24(3):683-93. 
Tremmel SC, Götte K, Popp S, Weber S, Hörmann K, Bartram CR, Jauch A. Intratumoral genomic 
heterogeneity in advanced head and neck cancer detected by comparative genomic hybridization. 
Cancer Genet Cytogenet. 2003 Jul 15;144(2):165-74. 
Troy JD, Weissfeld JL, Youk AO, Thomas S, Wang L, Grandis JR. Expression of EGFR, VEGF, and 
NOTCH1 Suggest Differences in Tumor Angiogenesis in HPV-Positive and HPV-Negative Head and 
Neck Squamous Cell Carcinoma. Head Neck Pathol. 2013 Dec;7(4):344-55. doi: 10.1007/s12105-013-
0447-y. Epub 2013 May 4. 
Vermorken JB, Remenar E, van Herpen C, Gorlia T, Mesia R, Degardin M, Stewart JS, Jelic S, Betka J, 
Preiss JH, van den Weyngaert D, Awada A, Cupissol D, Kienzer HR, Rey A, Desaunois I, Bernier J, 
Lefebvre JL; EORTC 24971/TAX 323 Study Group. Cisplatin, fluorouracil, and docetaxel in 
unresectable head and neck cancer. N Engl J Med. 2007 Oct 25;357(17):1695-704. 
Wang D, Lippard SJ. Cellular processing of platinum anticancer drugs. Nat Rev Drug Discov. 2005 
Apr;4(4):307-20.  
Wang D, Song H, Evans JA, Lang JC, Schuller DE, Weghorst CM. Mutation and downregulation of the 
transforming growth factor beta type II receptor gene in primary squamous cell carcinomas of the 
head and neck. Carcinogenesis. 1997 Nov;18(11):2285-90. 
Warburg O.H. The Metabolism of Tumours: Investigations from the Kaiser Wilhelm Institute of 
Biology, Berlin-Dahlem.1930 (London, UK: Arnold Constable). 
Wheeler DL, Huang S, Kruser TJ, Nechrebecki MM, Armstrong EA, Benavente S, Gondi V, Hsu KT, 
Harari PM. Mechanisms of acquired resistance to cetuximab: role of HER (ErbB) family members. 
Oncogene. 2008 Jun 26;27(28):3944-56. doi: 10.1038/onc.2008.19. Epub 2008 Feb 25. 
Woolgar JA, Triantafyllou A. Pitfalls and procedures in the histopathological diagnosis of oral and 
oropharyngeal squamous cell carcinoma and a review of the role of pathology in prognosis. Oral 
Oncol. 2009 Apr-May;45(4-5):361-85. doi: 10.1016/j.oraloncology.2008.07.016. Epub 2008 Oct 11. 
Wu Y, Posner MR, Schumaker LM, Nikitakis N, Goloubeva O, Tan M, Lu C, Iqbal S, Lorch J, Sarlis NJ, 
Haddad RI, Cullen KJ. Novel biomarker panel predicts prognosis in human papillomavirus-negative 
oropharyngeal cancer: an analysis of the TAX 324 trial. Cancer. 2012 Apr 1;118(7):1811-7. doi: 
10.1002/cncr.26485. Epub 2011 Aug 25. 
Wynford-Thomas D. Telomeres, p53 and cellular senescence. Oncol Res. 1996;8(10-11):387-98. 
Yang L, Pang Y, Moses HL. TGF-beta and immune cells: an important regulatory axis in the tumor 
microenvironment and progression. Trends Immunol. 2010 Jun;31(6):220-7. doi: 
10.1016/j.it.2010.04.002. Epub 2010 Jun 1. 
Zushi Y, Narisawa-Saito M, Noguchi K, Yoshimatsu Y, Yugawa T, Egawa N, Fujita M, Urade M, Kiyono 
T. An in vitro multistep carcinogenesis model for both HPV-positive and -negative human oral 
squamous cell carcinomas. Am J Cancer Res. 2011;1(7):869-81. Epub 2011 Aug 18. 
 
 
29 
 
4. Publikation 
 
Gerlach MM, Merz F, Wichmann G, Kubick C, Wittekind C, Lordick F, Dietz A, Bechmann I. 
Slice cultures from head and neck squamous cell carcinoma: a novel test system for drug 
susceptibility and mechanisms of resistance. Br J Cancer. 
2014 Jan 21;110(2):479-88. doi: 10.1038/bjc.2013.700. Epub 2013 Nov 21. 
 
Slice cultures from head and neck squamous
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Background: Human head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) fundamentally vary in their susceptibility to different
cytotoxic drugs and treatment modalities. There is at present no clinically accepted test system to predict the most effective
therapy for an individual patient.
Methods: Therefore, we established tumour-derived slice cultures which can be kept in vitro for at least 6 days. Upon treatment
with cisplatin, docetaxel and cetuximab, slices were fixed and paraffin sections were cut for histopathological analysis.
Results: Apoptotic fragmentation, activation of caspase 3, and cell loss were observed in treated tumour slices. Counts of nuclei
per field in untreated compared with treated slices deriving from the same tumour allowed estimation of the anti-neoplastic
activity of individual drugs on an individual tumour.
Conclusion: HNSCC-derived slice cultures survive well in vitro and may serve not only to improve personalised therapies but also
to detect mechanisms of tumour resistance by harvesting surviving tumour cells after treatment.
Treatment of human head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) imposes a major challenge for clinicians and patients, as
primary surgery, especially in advanced stages, can cause severe
disability, while chemotherapy and irradiation can lead to dreadful
early and late toxicity. Secondary surgery can be extremely difficult
due to irradiation-induced tissue alterations but becomes necessary
if patients do not respond to primary chemo-radiation (Boehm
et al, 2010; Dietz et al, 2012). At present, there is no established test
system allowing for prediction of whether or not an individual
tumour responds to chemotherapy and/or irradiation. Therefore,
current decision making is based on randomised clinical trials
which – by their nature – are designed to statistically evaluate the
response within a total cohort rather than the response of
individual patients.
To bypass this conflict, an ongoing trial (DeLOSII) uses the
tumour response after short induction chemotherapy as assumed
indication of susceptibility for the planned therapeutic protocol.
In addition, we have exposed tumour-derived cells cultured under
flavin-free conditions (FLAVINO assay) to cytotoxic drugs in an
attempt to test their efficiency ex vivo (Dollner et al, 2004; Dietz
et al, 2010; Wichmann and Dietz, 2011; Wichmann et al, 2011;
Schrader et al, 2012). Using this system, we demonstrated
differences in the response of epithelial vs stromal cells in HNSCC
(Horn et al, 2010). As extracellular matrix (ECM) epitopes, which
are lost in cell cultures, provide important signals for cell
differentiation and survival (Schaefer et al, 2005; Babelova et al,
2009), we now established a protocol to culture organotypic slices
from HNSCC and tested their response to established cytotoxic
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drugs (cisplatin, docetaxel and cetuximab) currently used in
standardised treatment concepts for HNSCC.
Tumour-derived organotypic slice cultures provide a unique
tool to study tissue responses to various stimuli, including drugs
and irradiation (Nitsch et al, 2000; Merz et al, 2010; Rajendran
et al, 2010; Vaira et al, 2010; Merz and Bechmann, 2011; Holliday
et al, 2013). The open system allows direct access and the option to
collect samples from media over time. At the end of the
experiment, slices can be embedded in paraffin for histological
analysis using for example, immune cytochemistry for the
detection of DNA damage after irradiation (gH2AX), apoptosis
(activated caspase 3), or proliferation (Ki-67) (Merz et al, 2013).
Here, we show that HNSCC-derived slices survive well in culture
for up to at least 6 days and exhibit the expected cell loss upon
treatment with cytotoxic drugs rendering them a promising tool to
predict tumour responses and to study mechanisms of tumour
resistance.
MATERIALS AND METHODS
Tumour slice preparation. Informed consent was obtained from
all patients, and the investigation was approved by the ethics
committee of the Medical Faculty of the University Leipzig (votes
No. 201-10-12072010 and No. 202-10-1207210). Tissue was
obtained from patients during resection of HNSCC (tonsils, base
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of tongue, larynx, pharynx or metastases in cervical lymph nodes)
at the Clinic of Otorhinolaryngology, University Hospital Leipzig,
Leipzig, Germany. The specimens for experiments were kept in
tumour medium (TM, please see below) and transported to the lab,
where they were put into an incubator until further preparation. In
parallel, the tumour and its histology was classified by a board
certified pathologist (CW). Tissue slices of 350 mm were prepared
under sterile conditions either using a vibratome (Leica VT 1000,
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) or a tissue chopper
(McIlwain TC 752; Campden Instruments, Lafayette, IL, USA)
between 3 and 48 h after surgery. Slices were then placed on the
membrane culture inserts (Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA) in six-well-plates containing TM. TM is a custom-designed
phenol red and riboflavin-free cultivation medium (RPMI 1640;
**080611
**270611
Metastasis after 5d
Carcinoma after 6d
C
B
a
a
b
d e f
c
c
b
d
Carcinoma after 6d
**040713Tumour
Original histopathology After 3d of cultivation After 5d of cultivation×40 ×40 ×40
Hoechst
H2AX
Hoechst
H2AX
Hoechst
H2AX
**040713Tumour **040713Tumour
300 **071111
**071111
After 3d of cultivation After 6d of cultivation×20 ×20
**071111
200
100
N
um
be
r o
f n
u
cl
ei
0
Control 3d Control 6d
×20
×20
×20
×20
Metastasis after 5d
**080611
Ki67
Hoechst
Ki67
Hoechst
**270611
A
B
C
Figure 1. See caption for next page
Head/neck-tumour-derived slice cultures BRITISH JOURNAL OF CANCER
www.bjcancer.com |DOI:10.1038/bjc.2013.700 3
Bio & Sell, Feucht, Germany) consisting of 1.134 g l 1 NaHCO3,
14.5mM HEPES and 20mg l 1 l-cystine. TM was supplemented
before use with 10% (v/v) fetal calf serum (FCS; Invitrogen,
Darmstadt, Germany), amikacin, nystatin, penicillin and strepto-
mycin (all from Sigma, Munich, Germany) and underwent sterile
filtration (0.22 mM). Following the addition of FCS, TM contained
20 nM of riboflavin. Later, slices were cultivated in a humidified
incubator at 5% CO2 and 37 1C. Medium was changed at least two
times a week.
Cytotoxic treatment of slice cultures. For treatment of slices,
cisplatin ((SP-4-2)-Diamindichloridoplatin(II); DDP; Sigma), doce-
taxel (Taxotere; 20mgml 1; Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Berlin, Germany) and cetuximab (Erbitux; 5mgml 1; Merck
Serono, Munich, Germany) were used. Cisplatin was dissolved in
sterile H2O and diluted in culture medium to final concentrations
of 6.66 and 3.33 mM. Before testing docetaxel in its final
concentrations of 0.55 and 0.275 mM, it was dissolved in ethanol
and diluted in culture medium. Cetuximab was tested in a
concentration of 66 mgml 1 and diluted in TM. The incubation
period was up to 7 days, and medium was changed at least two
times with newly prepared dilutions of drugs. After the treatment,
slices were fixed and processed as described below.
Staining procedure for morphological analysis. After a mini-
mum of 5 h and a maximum of 7 days, the tumour slices were fixed
in paraformaldehyde (4%), washed with phosphate-buffered
saline (PBS) and embedded in paraffin. Before staining with
hematoxylin/eosin (HE) for histology, sections were cut on a
microtome (4–7 mm). In order to perform immunohistochemical
stainings, paraffin sections were dewaxed in xylene, rehydrated in
graded alcohol and consecutively retrieved in citrate buffer at 96 1C
for 10min in a microwave. Sections were then rinsed in PBS/Triton
(0.3%) and blocked with 5% normal goat serum in 0.3% PBS/
Triton for 1 h. The primary antibodies against Ki-67 (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA; mouse, 1 : 200), cleaved
caspase 3 (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA;
rabbit, 1 : 400), IBA1 (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germany;
rabbit, 1 : 400), cytokeratin (Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark; Clone D5/16 B4, mouse, 1 : 150) and gH2AX (Millipore,
mouse, 1 : 100) were allowed to incubate overnight at 4 1C. Sections
were then rinsed again with 0.3% PBS/Triton and incubated with
appropriate fluorescent-labelled secondary antibodies (goat-anti-
mouse, goat-anti-rabbit, Alexa Fluor 568 and 488) and Hoechst
33342 for visualisation of nuclei. Images were taken and analysed
using an Olympus BX51 fluorescence microscope (Olympus
Europa Holding GmbH, Hamburg, Germany) or a Zeiss LSM
510 confocal microscope (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany)
for fluorescent staining and a Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss AG) for
HE staining.
Quantification of nuclei and analysis of cell death. Total cell
numbers of sections were determined by counting nuclei in HE-
stained slices with the Image J plug-in Cell Counter (NIH,
Bethesda, MD, USA). Apoptosis was also determined using Cell
Counter by identifying caspase-3-positive cells in relation to total
cell number (Hoechst positive). Pictures taken at a magnification of
 400 were analysed to this end. Statistics were calculated with
Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)
(t-test for two or one-way ANOVA for more groups; Po0.05 was
considered significant).
RESULTS
Slice culture of HNSCC. Tumour tissues obtained from patients
after surgical resection were cut using a vibratome (Leica VT1000)
or a tissue chopper (McIlwain TC 752) at a thickness of 350 mm
and transferred onto membrane inserts (Millipore) within six-well
plates for further cultivation (Figure 1Aa). Owing to the texture of
the tissue, some tumours could not be cut properly with a
vibratome or consecutive sections revealed different thicknesses,
whereas cutting with a tissue chopper provided better and more
precise results.
For morphological analysis, HE stainings were performed on
paraffin sections of tissue slices after a cultivation period of 5 h to
7 days. Slice cultures were viable and maintained their typical
morphological features for up to 6 days in vitro (Figure 1Ad) as
compared to the original diagnostic histopathology (Figures 1Ab
and 1Ac). After 7 days, tissue quality was found to suffer in some
tumour slices (not shown). Quantification of Hoechst-positive
nuclei (Figure 1Ca) and morphological analysis of slices fixed at
different time points within 6 days (Figures 1Cb and 1Cc) did not
reveal severe tissue alterations within this period of time. Non-
tumour cells, for example, endothelia (Figures 1Ae and 1Ah),
striated muscle cells (Figure 1Af) and glands (Figure 1Ag), revealed
excellent preservation even after treatment with cytotoxic drugs
(Figure 1Ah). In addition to morphological analysis by HE staining
(Figures 1Ba, Bc Cb and Cc; Figures 2Ab and Ac; Figure 3;
Figure 1. Preparation, cultivation and survival of slice cultures of HNSCC. (A) Experimental setup and histopathology.(a) At first, tumour tissue was
cut using a vibratome. This technique sometimes provided problems because of the tissue’s tendency to slip away and its heterogeneous
structure. In contrast, using a tissue chopper, it is possible to reproducibly cut 350-mm thick slices, which can be cultivated on membrane inserts in
six-well plates such that the surface of the media contacts the membrane enabling diffusion. The open system allows easy access for treatment and
harvesting of media or parts of the slice. (b, c) Original histopathology of a squamous cell carcinoma of the tonsil, HE-stained. (d, e) HE-paraffin
sections of the same tumour after 6 days ex vivo. All structures maintained excellent preservation and showed the typical growth pattern of a
poorly differentiated squamous cell carcinoma of the tonsil. (f, g) Surrounding tissues such as stratified muscle cells and glands remained vital
during the process of cultivation of nearly 1 week. (h–j) Slices of a metastasis of HNSCC after 3 days of cultivation, HE-stained (h) and antibody-
labelled for IBA1 (green) and cytokeratin (red) (i, j). Even after treatment with different cytotoxic drugs for 2 days, endothelial cells survive and do not
seem to suffer from cytotoxic side effects. (k) In order to investigate the cellular composition of the tissue, IBA1-positive immune cells (green) can be
found next to cytokeratin-positive tumour cells (red). (l, m) Increased activation of caspase 3 in tumour cells after treatment with cytotoxic drugs
compared with untreated control is visualised by antibody staining for caspase 3 (green) and cytokeratin (red). (B) Proliferation in untreated tumour-
slices. (a, b) Slices of a lymph node metastasis of HNSCC after 5 days ex vivo, HE-stained (a) and antibody-labelled for Ki-67 (red) and Hoechst
(blue) (b). The lymphatic tissue (A) and the fibrous capsule (C) are still visible and can be distinguished from cells of the infiltrating moderately
differentiated squamous cell carcinoma (B) (a). Proliferative activity is still present after 5 days of cultivation and visualised by antibody-staining with
Ki-67 (b). (c, d) Carcinoma of the tonsil after 6 days ex vivo, HE-stained (c) and antibody-labelled for Ki-67 (red) and Hoechst (blue) (d). After 6 days
in vitro, the tumour tissue is still intact and vivid proliferating is evident. (C) Histopathology over time. (a) Number of Hoechst-positive nuclei after
3 and 6 days of cultivation. (b, c) HE-stained paraffin sections of a carcinoma of the base of the tongue at days 3 and 6 ex vivo without cytotoxic
treatment. No distinct morphological differences between day 3 and day 6 can be found. (d–f) gH2AX-antibody marking double-strand breaks
(green) and nuclear counter-staining with Hoechst (blue). No change of gH2AX positivity is visible at any of the tested time points.
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Figure 4), evaluation of cytokeratin- or IBA1-positive cells (Figures
1Ai and 1Aj) was performed in order to investigate the cellular
composition of the tissue. Cytokeratin-positive cells showed
increased expression of activated caspase 3 after treatment
compared with cytokeratin-negative cells and untreated controls
(Figures 1Al and 1Am). Proliferation was detected by Ki-67
antibodies and nuclear counterstaining with Hoechst 33342
(Figures 1Bb and 1Bd; Figures 2Ad and 2Ae; Figure 2B). After 5
(Figure 1Bb) and 6 (Figure 1Bd) days in vitro, untreated slices
maintained a high proliferative activity. With the help of gH2AX
antibodies, double-strand breaks were visualised in slices before
cultivation as well as in slices after 3 and 6 days of cultivation
(Figures 1Cd–f). gH2AX foci were spread evenly in nuclei of all
areas of the slice, and no distinct change was found at any of the
analysed time points.
The membrane-supported cultivation technique produces two
surfaces of the slice, one connected to the membrane and the
medium and the other with contact to the air. Thus, vertical
gradients in cell proliferation or apoptotic activity must be
considered. Although it is not possible to distinguish between the
upper and lower surface once fixation and automated embedding
are done, transverse sections of the slices provide no evidence for
proliferative or apoptotic gradients but detect evenly activated
caspase 3 throughout the treated slices rather than showing
predominant appearance at the surfaces (Figure 2B).
As the aim of this study was to evaluate effects of cytotoxic
drugs in an attempt to establish a susceptibility assay, we restricted
our further experiments to the period of 3–6 days in vitro.
An overview of the tissue samples used in this study and the
experimental setup is given in Table 1.
Treatment of HNSCC slices with cytotoxic drugs. Slices were
treated with cisplatin (3.33 and 6.66 mM; Desoize et al, 1996),
cetuximab (66 mgml 1) and docetaxel (0.275 and 0.55 mM;
Bisset et al, 1993) throughout the cultivation period of 3–6 days.
Control slices of the same tumour were not exposed to cytotoxic
drugs but cultured and fixed simultaneously. Potential cytotoxic
effects of ethanol as diluent of docetaxel could not be detected,
neither by HE-staining and count of nuclei (Figure 2Aa–c) nor by
antibody staining against Ki-67 or caspase 3 (Figures 2Ad and
2Ae). All slices were then embedded in paraffin for histological
analysis. In HE-stained sections of samples treated for 6 days,
a higher number of fragmented nuclei was present compared
with untreated controls; moreover, pycnotic alterations of
nuclei, increased cellular polymorphisms and fragmented nuclei
(Figures 3B–F) were prominent after cytotoxic treatment.
Next, we tested whether chemotherapy-induced changes could
also be observed after reducing the period of treatment to 2 days.
Slice cultures derived from a lymph node metastasis of a
supraglottic squamous cell carcinoma were kept for 1 day without
treatment and then exposed to chemotherapy for 2 days. Cell loss
was evident in sections from all treated slices but not in controls
(Figures 4B–G). Using the Image J plugin Cell Counter, we then
quantified the numbers of nuclei. This analysis also revealed highly
significant, dose-dependent cell loss induced by cytotoxic
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Figure 2. Effect of cytotoxic drugs on cellular viability and intra-slice
distribution of proliferation and apoptosis. (A) Effects of drug diluents
on slices. (a) Number of nuclei in control and in slices tested with
0.08% ethanol as diluent of docetaxel (0.55mM). (b, c) Morphology
in HE-stained paraffin sections of slices cultured in solvent control
(ethanol 0.08%) (c) does not visibly change compared with slices
cultured in tumour medium only (b). (d, e) Staining for proliferation
(Ki-67 (red)) and apoptosis markers (Caspase 3 (green)) does not
provide any differences caused by the ethanol. (B) Vertical gradients
in slices. (a–g) Investigation of transverse sections of the slices does not
show any vertical gradient neither in proliferation (immunostaining for
Ki-67 (red)) nor in apoptosis (immunostaining for caspase 3 (green))
after any of the tested treatment modalities. Arrows mark the upper
and lower surface of each slice.
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treatment in one tumour (**020712; Figure 4A). In another tumour
(**071111), the numbers of nuclei were not statistically different
after 3 days of treatment, but determining caspase-3-positive cells
revealed significant induction of apoptosis under treatment with
docetaxel but not with other drugs (Figure 5). This provides an
example of different susceptibility to cytotoxic drugs of individual
tumours.
DISCUSSION
HNSCC is a heterogeneous group of tumours with highly relevant
differences in their susceptibility to different cytotoxic drugs and
radiotherapy. At present, it is difficult, if not impossible, to predict
an individual’s response to specific cytotoxic drugs, for example,
based on biomarkers. Since the broad scale use of chemotherapy
for treating human cancers, individual drug susceptibility has been
studied using various test systems. Not surprisingly, the first
studies have been performed in leukaemia, where access to cancer
cells is undemanding (Bosanquet et al, 1983; Lihou and Smith,
1983; Park et al, 1983). For solid tumours, different test systems
have been established, starting with clonogenic assays, which
aimed at culturing isolated tumour cells in the presence of different
cytotoxic drug concentrations in vitro in a manner much like
bacterial antibiotic sensitivities. Contemporary studies work with
human cancer xenografts transferred into mice, thereby creating a
more true-to-life situation (Kamiyama et al, 2013). None of the
technologies has yet gained significant clinical impact, which may
be due to the lack of translational research efforts from bedside to
bench and back to bedside in most of the technologies. More
importantly, a potential source of artifacts relies in the singularisa-
tion of cells using trypsinisation with the resulting isolation from
their normal environment, which significantly impacts on tumour
growth (Pietras and Ostman, 2010; Hanahan and Weinberg, 2011).
For example, ECM epitopes provide important differentiation cues,
for example, by signalling via Toll-like receptors (Schaefer et al,
2005; Senner et al, 2008; Moreth et al, 2010; Merline et al, 2011)
and integrins (Abdollahi et al, 2005; Alghisi et al, 2009). Aiming at
partial preservation of such signalling pathways, we previously
used collagenase IV, which causes particulation rather than
complete cellular isolation (Wichmann et al, 2009; Dietz et al,
2010; Wichmann and Dietz, 2011). Moreover, we used ECM
proteins for coating of polystyrene surfaces allowing for specific
interaction of integrins and other receptors with ECM, to further
mimic in vivo conditions in the FLAVINO assay (Wichmann et al,
2009; Dietz et al, 2010, 2012; Horn et al, 2010; Schrader et al,
2012).
Here, we established organotypic slice cultures, which we have
previously used to study mechanisms of neuroinflammation and
neurodegeneration in rodent (Kluge et al, 1998; Hailer et al, 2001;
Dehghani et al, 2003; Eyu¨poglu et al, 2003; Prodinger et al, 2011)
and human neural tissues (Nitsch et al, 2000; Merz et al, 2013).
In the latter (deriving from epilepsy surgery), we have shown that
human tumour-necrosis-factor-related-apoptosis-inducing ligand,
which is not toxic in mice (Walczak et al, 1999), induced lysis of
non-transformed brain cells (Nitsch et al, 2000). Such highly
relevant species differences gained world-wide attention after the
‘London tragedy’ in 2006, when six volunteers developed toxic
shocks and cytokine storms after administration of TGN1412, an
anti-CD28 antibody, which was tested before in animals (Kenter
and Cohen, 2006; Dowsing and Kendall, 2007; Merz and
Bechmann, 2011; Seok et al, 2013), further arguing for the
development of human test systems for drug toxicity. The London
incidence may explain the current renaissance of this idea (van der
Kuip et al, 2006; Merz et al, 2010; Vaira et al, 2010; Merz and
Bechmann, 2011) despite the ASCO’s decision to abolish chemo-
sensitivity testing in 2004 due to a lack of reliability or clinical
practicability of available assays at that time (Schinko¨the et al,
2007). This is where we see a potential advantage of the human
tissue slice culture technology: they can quickly be set up while the
complex cross-talk between matrix and cells as well as the
individual cellular composition and susceptibility to drugs is
preserved. In addition, healthy surrounding tissues such as
stratified muscle cells and glands also exhibited excellent
preservation (Figures 1Af and 1Ag). Vivid proliferation was still
visible after 6 days in vitro using Ki-67 staining (Figures 1B, 2A
and 2B). In untreated slices, it was possible to distinguish between
the different components of the tissues and to evaluate the
composition of the slice, even if the slices are certainly
heterogeneous.
Following treatment with cytotoxic drugs, nuclear fragmenta-
tion was abundantly present in HE sections, and apoptosis
induction was confirmed using antibodies to activated caspase 3
(Figures 3 and 5). Quantification of nuclei revealed significant cell
loss after treatment (Figure 4). Whereas we could show late effects
of the tested drugs by the visualisation of lower cell density through
cell loss, earlier stages of apoptosis could be quantified by the
cleavage of caspase 3. As the individual tumours react at different
rates, it is important to consider both early and late stages of cell
death, which is why we quantified both features in the samples.
We could show that activated caspase 3 is spread evenly
throughout the slice rather than showing predominant appearance
at the surfaces (Figure 2B) proving that drug penetration into the
slices takes place. As for potential side effects of the drugs used
here, we cannot make judgment on systemic effects, but we can
**120911
**120911
Cisplatin 3.33 M
Cetuximab 66 g mI–1
Control ×40
×40
×40
Cisplatin 6.66 M
Docetaxel 0.55 M
Docetaxel 0.275 M
**120911
**120911
**120911**120911
×40
×40
×40
Figure 3. Nuclear fragmentation after treatment. (A) HE-stained
untreated control kept in vitro for 6 days. Note the euchromatic nuclei
and an absence of nuclear fragments. (B–F) Slices treated with cisplatin
6.66mM (B), cisplatin 3.33mM (C), docetaxel 0.55mM (D), docetaxel
0.275mM (E) or cetuximab 66mgml 1 (F) exhibit fragmented nuclei
(arrow, filled), pycnotic alterations (arrow, not filled) and cellular
polymorphisms (arrow head) as hallmarks of apoptosis, which are most
prominent after exposure to high dose of cisplatin (B) and cetuximab (F).
Note that some regions seem to be depleted from cells.
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state that damage to the surrounding tissue would be visible in our
experiment if it was consistently caused by an individual drug.
As systematical follow-up of every aspect in each of the tumours
tested was not possible due to the limited sample volume not
needed for proper diagnosis, different aspects (e.g., viability over
time or reaction to chemotherapeutics) therefore had to be
addressed with different tumours.
The next step will be to test in a prospective study whether and
which parameters of susceptibility to treatments of an individual
tumour correspond to the respective patient’s response and clinical
outcome. Only if this is the case, cultivation conditions can be
regarded as mimicking the in vivo situation faithfully.
The combined analysis of cell death (caspase 3 and cell density)
is certainly time consuming and relies on an experienced, un-biased
investigator. Instead of counting cells by hand or measuring cell
density, we believe that measurement of biochemical markers in the
supernatant or in homogenates of the slices will provide a more
feasible readout of such an assay. Histology performed in our study
was primarily designed to establish the tissue quality and longevity as
well as detecting the effects of drugs in principle. For the general use
in laboratory routine, the readout should be made as standardised
and least time consuming as possible. Furthermore, kinetics are not
uniform in all tumours, and care must be taken not to oversee drug
effects when using cell density as paradigm. Therefore, we are testing
alternate approaches to quantify cell death, for example, using soluble
markers (LDH, M30, CK18) present in the TM, which may also
allow for monitoring treatment-induced degeneration over time, or
tissue homogenates for the analysis of RNA and/or proteins.
500 ***
*** ***
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0
Figure 4. Cell loss after treatment. (A) Number of nuclei before and after treatment with cisplatin, docetaxel or cetuximab. After treatment for 2
days, cell loss was significant in all treated samples compared with untreated controls of the same tumour. Statistics were performed using
GraphPad Prism 5 and one-way ANOVA, and Po0.05 was considered significant. High doses of cisplatin and docetaxel resulted in significant
higher amount of cell loss compared with lower concentrations tested. (B) HE-stained paraffin sections of untreated control. (C–G) HE-stained
paraffin sections of slices treated with various cytotoxic drugs: cisplatin 6.66mM (C), cisplatin 3.33mM (D), docetaxel 0.55mM (E), docetaxel 0.275mM
(F) and cetuximab 66mgml 1 (G). ***Po0.0001.
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Table 1. Detailed information about tissue samples used in this study
Sample Tissue type/origin
Duration of
cultivation
Slices acquired
with
Fixation time
**200111 Carcinoma of the larynx 5 h, 6d Method establishment Vibratome None (tissue not cultivated)
**190411 Carcinoma of the trachea 1d, 2d, 6d, 9d, 12d Method establishment Vibratome 24h
**270611 Carcinoma of the tonsil 6d See data (Figures 1A and 1B) Vibratome 24h
**080611 Metastasis of an oropharyngeal carcinoma 5d, 7d See data (Figure 1B) Vibratome 48h
**120911 Metastasis of a carcinoma of the tonsil 6d See data (Figure 3) Tissue chopper 18 h
**071111 Carcinoma of the base of tongue 3d, 6d See data (Figures 1C and 5) Tissue chopper 24 h
**070512 Carcinoma of the larynx 4d Method/analysis establishment Tissue chopper 24–48h
**160512 Carcinoma of the base of tongue 4d Method/analysis establishment Tissue chopper 24–48h
**240512 Carcinoma of the base of tongue 4d Method/analysis establishment Tissue chopper 24–48h
**020712 Metastasis of a supraglottic carcinoma 3d, 5d See data (Figure 4) Tissue chopper 24–48h
**040713 Carcinoma of the pharynx 3d, 5d See data (Figures 1A and 1C) Tissue chopper 24 h
**040713 Metastasis of a carcinoma of the pharynx 3d, 5d See data (Figures 1A, 2A and 2B) Tissue chopper 24 h
This table presents the type of the tumour tissues used in this study, the duration of cultivation, the cutting method, the use of each tumour and where the data are shown as well as the fixation
time. The approach in our study was the following: We first tested vibratome sections (samples **200111, **190411, **270611 and **080611) of which only three could be kept in culture with
good preservation until day 6 (**200111, **270611, **080611). As we found evident deterioration at day 7 in sample **080611, we did not focus any longer on establishing a maximal survival time
for individual tumours. Our reasoning was that for the purpose of the method, it is much more important to establish a minimum survival time suitable to test drug effects. We found that slices
cut with a tissue chopper were faster to obtain and more uniform in thickness and exhibited very good tissue preservation until day 6. Therefore, we looked at the effects of treatments on day 4
(samples **070512, **160512 and **240512) or – if there was enough tissue – on days 3 and 5 (samples **020712, **040713TM and **040713Met).
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Figure 5. Activation of caspase 3 after treatment. (A) The number of Hoechst-positive nuclei in paraffin sections of a carcinoma of the base of the
tongue did not reveal significant effects of treatments. (B–F) However, in sections co-stained with antibodies against activated caspase 3 (green),
increased apoptosis was evident in all the treated samples compared with controls, but only docetaxel (DTX) treatment was considered significant
(21.3% relating to total number of Hoechst-stained nuclei vs 2.5% in control). After treatment with cisplatin, 6.2% of all nuclei showed activated
caspase 3, and after treatment with cetuximab, 5.4% of the cells were positive. ***Po0.0001.
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However, our current data demonstrate that HNSCC-derived
slices can be kept in culture, may serve as prediction assay and can
be used to better understand the mechanisms of tumour resistance
by harvesting surviving tumour cells after treatment. Decision
making between highly crucial different treatment options such as
mutilating laryngectomy or organ-preserving primary chemo-
radiation (with potentially severe late complications) would highly
benefit from a reliable predictive test system.
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Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCC) zählen mit einer Inzidenz von 600.000 
Neuerkrankungen jährlich zu den zehn häufigsten malignen Tumorerkrankungen der Welt. Sie 
entstehen im gesamten Kopf-Hals-Bereich, insbesondere in der Mundhöhle, dem Pharynx und dem 
Larynx und werden hauptsächlich durch den Einfluss exogener Risikofaktoren wie Alkohol- und 
Tabakkonsum sowie durch die Infektion mit hochpathogenen Humanen Papillomaviren, wie 
beispielsweise HPV16,  verursacht. Obwohl es sich bei über 95% aller Karzinome der Kopf-Hals-
Region um Plattenepithelkarzinome handelt, stellen sie hinsichtlich ihres Ansprechens auf die 
derzeitigen Therapieoptionen eine äußerst heterogene Gruppe dar. Da es bis dato keine 
zuverlässigen Parameter gibt, welche eine Abschätzung der Suszeptibilität des jeweiligen Tumors auf 
das geplante Therapieprotokoll erlauben, können keine personalisierten Behandlungsstrategien 
umgesetzt werden. 
Die Heterogenität der HNSCC wird sowohl durch verschiedene Inaktivierungen und Mutationen von 
Proteinen und Genen, welche für die Kontrolle des Zellzyklus verantwortlich sind, als auch durch die 
Überexpression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren verursacht. Hinzu kommen Modifikationen in 
Signalkaskaden, welche die Apoptose der Zelle steuern, sowie die Reaktivierung des Enzyms 
Telomerase. Die Tumorzellen sind zudem in der Lage, angiogenetische und immunsuppressive 
Moleküle an das umgebende Gewebe abzugeben und damit die Versorgung des Tumors mit 
Nährstoffen zu gewährleisten und die Zerstörung durch Immunzellen zu verhindern. Als nächster 
Schritt erfolgt dann die Invasion in das Nachbargewebe und die Ausbildung von Metastasen. 
In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass das Tumormikromilieu, welches aus den 
Tumorzellen an sich, möglichen Tumorstammzellen, Endothelzellen, Perizyten, Immunzellen und 
Bindegewebszellen besteht, einen entscheidenden Einfluss auf Progression, Ausbreitung und 
Metastasierung eines Karzinoms hat. Durch seine vielschichtige Zusammensetzung und diverse 
Interaktionen zwischen den einzelnen Bestandteilen des Tumormikromilieus wird das Konstrukt 
Tumor zu einem äußerst komplexen System, welches sich nicht auf die bloße Ansammlung von 
Tumorzellen reduzieren lässt. 
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In aktuellen Versuchsansätzen zur Chemosensibilitätstestung wird dieser Fakt ebenso wie die 
interindividuelle Heterogenität der HNSCC  vernachlässigt. Gegenwärtige Modelle arbeiten entweder 
mit aus dem Gewebeverband isolierten Zellkulturen, die häufig nach einer gewissen Zeit in Kultur 
einen klonogenen Charakter erhalten, oder Tiermodellen, welche aufgrund der nötigen 
Immunsuppression des Tieres die immunologische Komponente außer Acht lassen und damit die 
Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen erschweren. 
Mit dieser Promotionsarbeit wurde ein Schnittkulturmodell etabliert, in dem Gewebe aus humanen 
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region verwendet wurde. In diesem Modell können 
Gewebeproben aus Biopsien und Operationsresektaten über mehrere Tage in Kultur gehalten 
werden, ohne dass es zu einer signifikanten Veränderung der Histologie kommt. Durch das Schneiden 
der Proben in 350 µm dicke Scheiben bleibt der Gewebeverband erhalten und kann auf einer 
Membran, welche die Ernährung durch ein Kulturmedium ermöglicht, circa eine Woche kultiviert 
werden. Durch das Versetzen des Mediums mit Zytostatika und monoklonalen Antikörpern kann die 
Wirkung von neuen und klinisch etablierten Medikamenten auf die Schnittkulturen getestet werden. 
In den durchgeführten Experimenten zeigten sich in vielen mit Cisplatin, Docetaxel oder Cetuximab 
behandelten Schnittkulturen deutliche Effekte hinsichtlich abnehmender Zelldichte und der 
gesteigerten Aktivierung des Apoptosemarkers Caspase. Es bleibt nun zu prüfen, ob resistente 
Schnittkulturen tatsächlich mit einer schlechten klinischen Prognose einhergehen und ob umgekehrt 
gut ansprechende Kulturen mit einem besseren klinischen Outcome verbunden sind. 
Sollten Beobachtungen aus der Klinik und experimentelle Ergebnisse kongruent sein, könnte sich 
dieses Modell als ein interessantes prädiktives Testsystem etablieren, welches die Entwicklung 
personalisierter Therapieregime und die molekulare Untersuchungen resistenter Zellen zulassen 
würde.  
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